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N-YFP  Fragmento N-terminal de la proteína fluorescente amarilla 
NAA   Ácido naftalenacético 
nanoLC  Nano cromatografía líquida 
nm   Nanómetro 
NO   Óxido nítrico 
p/v   Relación peso / volumen 
pb   Par de bases 
PBS   Tampón salino fosfato 
PCD   Muerte celular programada 
pCMV   Promotor de virus del mosaico de la coliflor 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 
32) Jonathan)Martínez)Fábregas!!
PDI5 Proteína isomerasa de disilfuros 5 
PDK Proteina quinasa dependiente de fosfatidil-inositoles 
PEG   Polietilenglicol 
pI   Punto isoeléctrico 
PKC Proteína quinasa C 
PKR Proteína quinasa inducida por interferón 
PMSF   Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PPA   Precursor de la proteína amiloide 
RE   Retículo endoplásmico 
ROS   Especies reactivas de oxígeno 
rpm   Revoluciones por minuto 
SDS   Dodecil-sulfato de sodio 
SIDA   Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
SLPA   Síndrome linfoproliferativo autoinmune 
snRNP Ribonucleoproteína nuclear pequeña 
TBE   Tris-borato-EDTA 
TEMED  N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina 
TGF-β Factor de crecimiento transformante β 
Tm   Temperatura de fusión 
TNF-α  Factor de necrosis tumoral α 
TNFR1  Receptor 1 del factor de necrosis tumoral 
TOF   Tiempo de vuelo 
Tris   Tris(hidroximetil)aminometano 
TS-4B  Tiol-sefarosa 4B 
UV   Ultravioleta 
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V   Voltios 
v/v   Relación volumen / volumen 
VDAC1 Canal aniónico dependiente de voltaje 1 
VIH   Virus de la inmunodeficiencia humana 
WT   Silvestre 
YFP   Proteína fluorescente amarilla 






















A  Adenosina 
C  Citosina 
G  Guanina 




A Ala   Alanina 
R Arg   Arginina 
N Asn   Asparagina 
D Asp   Aspartato 
C Cys   Cisteína 
E Glu   Glutamato 
Q Gln   Glutamina 
G Gly   Glicina 
H His   Histidina 
I Ile   Isoleucina 
L Leu   Leucina   
K Lys   Lisina 
M Met   Metionina  
F Phe   Fenilalanina  
P Pro   Prolina 
S Ser   Serina 
T Thr   Treonina  
W Trp   Triptófano 
Y  Tyr   Tirosina 
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1.1. Muerte Celular: Algo de Historia  
 
La organización celular de los organismos fue descubierta a mediados del siglo 
XIX por Schwann y Schleiden (1847). Poco tiempo después se puso de 
manifiesto que la muerte celular representaba una parte esencial del desarrollo 
animal (Vogt, 1884). Observada en primer lugar durante la metamorfosis de los 
anfibios (Vogt, 1884), pronto se puso de manifiesto que la muerte celular 
ocurría de forma normal en el desarrollo de muchos tejidos, tanto en 
vertebrados como en invertebrados (Glucksmann, 1951; Clarke y Clarke, 
1996). Posteriormente, se descubrió que el uso de inhibidores de la síntesis de 
ARN o de proteínas, inhibía la muerte celular que ocurría durante la 
metamorfosis tanto de anfibios (Tata, 1966) como de insectos (Lockshin, 1969), 
indicando que la muerte celular requería de la síntesis macromolecular, siendo, 
por lo tanto, un proceso controlado a nivel celular. 
El término muerte celular programada (PCD, del inglés, Programmed Cell 
Death) fue inicialmente usado para describir la muerte celular que ocurría en 
sitios y momentos predecibles durante el desarrollo de los organismos 
(Lockshin y Williams, 1969).  Sin embargo, quedaba claro que algunos de estos 
eventos de muerte celular podían ser prevenidos por sustancias liberadas por 
otros tejidos, indicando que estas muertes no eran inevitables y podían ser 
suprimidas mediante señales provenientes de otras células (Saunders, 1966).  
En 1972, Kerr, Wyllie y Currie (Kerr et al., 1972), reunieron una serie de 
evidencias experimentales, tanto propias como ajenas, con las que 
consiguieron establecer una clara separación entre la muerte celular que 
ocurre durante la homeostasis y el desarrollo tisular y aquella que se produce 
en sitios de lesiones agudas. En el segundo caso, las células y sus orgánulos 
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tienden a hincharse y reventar en un proceso conocido como necrosis celular, 
el cual implica la liberación del contenido celular, lo que, normalmente, induce 
una respuesta inflamatoria. Por el contrario, cuando las células mueren durante 
el desarrollo, o como consecuencia de la homeostasis celular, frecuentemente 
se observa tanto encogimiento celular como condensación citoplásmica, 
mientras que tanto los orgánulos como la membrana plasmática mantienen su 
integridad en un proceso que Kerr y colaboradores denominaron apoptosis (del 
griego, apó: separación y ptôsis: caída). A diferencia de lo que sucede durante 
la necrosis, en la apoptosis las células muertas o sus fragmentos son 
fagocitados por las células vecinas o por macrófagos, antes de que se 
produzca la liberación de los contenidos intracelulares, evitándose de este 
modo una respuesta inflamatoria.  
Kerr y colaboradores constataron que la muerte celular apoptótica es muy 
similar en tejidos y organismos diferentes, por lo que propusieron que este 
fenómeno reflejaba la existencia de un programa activo e intracelular de muerte 
celular, que podía ser activado o inhibido por diferentes estímulos, tanto 
fisiológicos como patológicos. 
 A pesar de ello, la aceptación de la existencia de un proceso de PCD llevó 
más de 20 años y fue posible, principalmente, gracias a estudios genéticos 
llevados a cabo en Caenorhabditis elegans (C. elegans), un gusano de no más 
de 1 mm de longitud. Estos estudios (Horvitz et al., 1982; Ellis y Horvitz, 1986) 
permitieron la identificación de genes dedicados al proceso de la PCD, así 
como a su control. Esto se vio finalmente apoyado por el descubrimiento de 
que algunos de estos genes eran homólogos a genes de mamíferos (Yuan et 
al., 1993; Hengartner y Horvitz, 1994).     
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Con esta aceptación, el término PCD ha pasado a tener un significado diferente 
al original. Ahora se emplea generalmente para referirse a cualquier tipo de 
muerte celular mediada por un programa intracelular, sin importar qué lo 
provoca y si presenta o no todas las características que describen la apoptosis 
(Jacobson et al., 1997).  
 
1.2. Muerte Celular en Mamíferos 
 
La muerte celular es una propiedad fundamental en la fisiología normal de 
todos los organismos multicelulares, siendo crucial para el desarrollo, la 
morfogénesis de los órganos, el envejecimiento y la eliminación de células 
infectadas o dañadas (Jacobson et al., 1997) (Figura 1).  
 
 
Figura 1. Apoptosis en condiciones fisiológicas. Procesos fisiológicos en los que interviene 
la apoptosis en organismos multicelulares. 
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A pesar de esto, la muerte celular también puede tener una vertiente 
patológica, ya que se ha demostrado que su desregulación está relacionada 
con el desarrollo de ciertas enfermedades, de modo que un elevado nivel de 
muerte celular ha sido relacionado con la inmunodeficiencia y las 
enfermedades neurodegenerativas, mientras que una muerte celular 
disminuida parece estar implicada en el desarrollo de la autoinmunidad y el 




Figura 2. Apoptosis en condiciones patológicas. Enfermedades cuyo desarrollo está 
relacionado con una apoptosis patológica, bien por un exceso en los niveles de apoptosis 
(Alzheimer, Parkinson, inmunodeficiencia) o por un defecto (cáncer, autoinmunidad). 
 
Se ha demostrado que la activación del suicidio celular se encuentra controlada 
por diversas rutas endógenas, aunque los mecanismos subyacentes que 
controlan algunas de estas rutas aún permanecen por determinar. Aún así, se 
pueden establecer tres grandes tipos de muerte celular: apoptosis, autofagia y 




Figura 3. Principales rutas de muerte celular. Esquema de las tres grandes rutas de muerte 




Las rutas de muerte celular que cumplen los requisitos de la apoptosis son 
aquellas en las que tiene lugar la activación de proteasas intracelulares 
conocidas como caspasas (Salvesen, 2002). Estas proteasas, de las cuales en 
humanos se han descrito 12 (Walsh y Martin, 2009), funcionan de forma 
jerárquica, actuando aguas arriba como proteasas iniciadoras o aguas abajo 
como proteasas efectoras. Por lo tanto, las caspasas se cortan y activan unas 
a otras generando una cascada proteolítica (Boatright y Salvesen, 2003). 
Además, estas proteasas son las responsables de la proteolisis de sustratos 
proteicos específicos, produciendo el fenómeno de la apoptosis, en el cual las 
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células se despegan de la matriz extracelular, se redondean y encogen, y 
alteran su distribución de lípidos en la membrana plasmática, señalizando así 
su eliminación mediante fagocitosis.  
Las caspasas están presentes como zimógenos inactivos dentro de la mayoría 
de las células animales. Normalmente, la activación de las caspasas 
iniciadoras ocurre mediante su interacción con proteínas que favorecen su 
agrupamiento, lo que finalmente conduce a la activación de estos zimógenos 
(Boatright y Salvesen, 2003). Una vez activadas, estas caspasas iniciadoras 




Se trata de una respuesta ante la privación de nutrientes, que se encuentra 
conservada evolutivamente desde levaduras hasta mamíferos (Díaz-Troya et 
al., 2008), mediante la cual macromoléculas y orgánulos son catabolizados 
mediante procesos dependientes de los lisosomas, generando sustratos con el 
objetivo de mantener la energía y la síntesis de proteínas. Cuando este 
proceso ocurre en exceso, la autofagia termina causando la muerte celular 
(Levine, 2005).    
 
1.2.3. Necrosis  
 
Además de la muerte celular dependiente de caspasas, se han descrito 
muchos mecanismos alternativos de muerte celular que no resultan en 
apoptosis. Concretamente, se conoce una amplia variedad de tipos de estrés 
celular y lesiones, así como la desregulación de diversos oncogenes, que 
conducen a una división celular no apropiada, permitiendo la evasión de los 
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puntos de control del ciclo celular, lo que conduce a la activación de un 
mecanismo de muerte celular que implica a la mitocondria (Kroemer y Reed, 
2000; Evan y Vousden, 2001), pero que es independiente de caspasas. Esto, 
en conjunto, provoca la permeabilización de la membrana mitocondrial externa 
(MOMP, del inglés Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization), lo que 
conduce a la generación de radicales libres tóxicos (Green y Kromer, 2004; 
Spierings et al., 2005). Estos mecanismos independientes de caspasas 
activados por la MOMP inducen muerte celular con características de necrosis 
(Green y Kromer, 2004; Spierings et al., 2005), un proceso en el cual las 
células se hinchan y explotan, conduciendo a una respuesta inflamatoria 
(Figura 3).  
 
1.3. La Apoptosis: Un Proceso Estrechamente Controlado 
 
La apoptosis representa el mecanismo esencial mediante el cual los 
organismos multicelulares eliminan células no deseadas durante el desarrollo o 
la homeostasis (Jacobson et al., 1997; Raff, 1998). Este proceso, estrictamente 
controlado tanto a nivel genético como bioquímico, implica la fragmentación del 
ADN, la aparición de ampollas en la membrana plasmática, el encogimiento 
celular y el desmantelamiento de la célula en vesículas. Finalmente, estas 
vesículas son eliminadas mediante fagocitosis, por lo que al no liberarse el 
contenido intracelular al medio intersticial se consigue evitar una respuesta 
inflamatoria.  
Igualmente, la desregulación de la apoptosis ha sido relacionada con un 
número creciente de desórdenes clínicos. Concretamente, se ha propuesto que 
una excesiva apoptosis puede conducir a enfermedades neurodegenerativas, 
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mientras que el cáncer y las enfermedades autoinmunes pueden generarse, al 
menos en parte, como consecuencia de niveles insuficientes de apoptosis 
(Cryns y Yuan, 1998). 
Nuestro conocimiento acerca de los mecanismos implicados en el control de la 
apoptosis en mamíferos, procede en gran medida del estudio de la PCD que 
tiene lugar durante el desarrollo en C. elegans (Horvitz, 1999). En este 
organismo durante el desarrollo se generan 1090 células, de las cuales 131 
serán eliminadas mediante apoptosis. Estas 131 células mueren en puntos 
concretos durante el desarrollo, lo cual es invariable entre distintos gusanos, lo 
que demuestra la enorme precisión y control que gobiernan este fenómeno, 
permitiéndonos asimismo entender su vital importancia. 
 
1.3.1. Morfología de la Apoptosis 
 
Los cambios morfológicos que se producen en las células durante el desarrollo 
de la apoptosis (Figura 4) han sido ampliamente estudiados mediante 
microscopía visible y microscopía electrónica (Hacker, 2000).  
Durante la apoptosis temprana, mediante microscopía visible se pueden 
observar tanto el encogimiento celular como la pyknosis (del griego, 
condensación irreversible de la cromatina), la cual representa la principal 
característica morfológica de la apoptosis. Por su parte, el encogimiento celular 
resulta en células más pequeñas, lo que se produce como consecuencia de la 
condensación del contenido citoplásmico y por el mayor empaquetamiento de 
los orgánulos. Posteriormente, se produce la aparición en la membrana 
plasmática de ampollas, en un fenómeno conocido como “blebbing”, y la 
cariorrexis (del griego, fragmentación del núcleo). Finalmente, se produce la 
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Figura 4. Cambios morfológicos que caracterizan a la apoptosis. Una vez iniciado el 
proceso apoptótico, la célula sufre un encogimiento citoplásmico y nuclear. Posteriormente, se 
produce la aparición de ampollas en la membrana plasmática (o “blebbing”) y la cariorrexis 
(fragmentación del núcleo), tras lo que se produce la generación de los cuerpos apoptóticos, 
que son finalmente fagocitados. 
 
En preparaciones tisulares teñidas con hematoxilina, empleada para la tinción 
de los núcleos celulares debido a su afinidad por compuestos aniónicos, y 
eosina, con afinidad por compuestos basófilos (por ej. orgánulos citoplásmicos) 
pero no núcleos, observadas mediante microscopía visible, las células 
apoptóticas aparecen como masas redondeadas. En este tipo de 
preparaciones el citoplasma aparece teñido en rosa por la eosina, mientras que 
46. Jonathan.Martínez.Fábregas!!
los fragmentos de cromatina nuclear aparecen teñidos en púrpura por la 
hematoxilina (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Visualización de células apoptóticas mediante microscopía visible. Identificación 
de células apoptóticas mediante tinción eosina/hematoxilina. Las flechas señalan células 
apoptóticas en las que se aprecia tanto la reducción del volumen celular, consecuencia de la 
condensación del citoplasma, como la condensación nuclear. Elmore, 2007. 
 
Por su parte, la microscopía electrónica nos ayuda a entender mejor estos 
cambios morfológicos. Inicialmente, durante la condensación de la cromatina, 
el material nuclear agrega periféricamente bajo la membrana nuclear (Figura 6, 
panel izquierdo), aunque también pueden aparecer núcleos uniformemente 
densos. Por su parte, la aparición de ampollas en la membrana plasmática 
sucede tras la cariorrexis y la separación de los fragmentos celulares en 
cuerpos apoptóticos (Figura 6, panel central). Estos cuerpos apoptóticos 
constan de citoplasma, con orgánulos altamente empaquetados, pudiendo o no 
presentar fragmentos nucleares. La integridad de estos orgánulos aún está 
mantenida, y todos se encuentran encerrados dentro de una membrana 
plasmática igualmente intacta. Posteriormente, estos cuerpos son fagocitados 
por macrófagos y degradados dentro de los fagolisosomas (Figura 6, panel 
derecho). En la apoptosis no se produce una respuesta inflamatoria por tres 
motivos principales: 1) las células apoptóticas no liberan su contenido 
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intracelular al tejido intersticial que las rodea, 2) se produce una rápida 
fagocitosis por las células vecinas, evitándose de este modo una necrosis 
secundaria y 3) las células encargadas de la fagocitosis tampoco producen 
citoquinas anti-inflamatorias (Savill y Fadok, 2000; Kurosawa et al., 2003). 
 
 
Figura 6. Visualización de células apoptóticas mediante microscopía electrónica. Se 
muestran distintos eventos característicos de la apoptosis. Panel izquierdo: condensación del 
contenido nuclear; panel central: fragmentación del núcleo y aparición de cuerpos apoptóticos; 
panel derecho: fagocitosis de los cuerpos apoptóticos. Elmore, 2007. 
 
1.3.2. Apoptosis versus Necrosis 
 
La necrosis representa la alternativa a la apoptosis, siendo considerada como 
un proceso tóxico en el que la célula es una víctima pasiva de un proceso de 
muerte celular independiente de energía. 
Aunque la apoptosis y la necrosis son procesos morfológica y 
mecanísticamente bien diferenciables (Figura 7), existe cierta superposición. 
Actualmente, las evidencias experimentales parecen apuntar a que la 
apoptosis y la necrosis no son más que expresiones morfológicas diferenciales 
de una misma red bioquímica subyacente, descrita como “continuo apoptosis-
necrosis” (Zeiss, 2003). Parece, por lo tanto, que existen múltiples factores, 
tales como la señal que desencadena la muerte celular, el tipo de tejido, la fase 
de desarrollo del tejido y el estado fisiológico, implicados en determinar si una 
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Figura 7. Apoptosis versus Necrosis. El proceso apoptótico se caracteriza por una reducción 
del volumen celular mediado por la condensación tanto del citoplasma como del núcleo, una 
fragmentación nuclear y la generación de cuerpos apoptóticos que son, finalmente, eliminados 
por fagocitosis. En cambio la necrosis se caracteriza por un  aumento del volumen celular, que 
provoca la rotura de la membrana plasmática, liberando al exterior el contenido intracelular, lo 
que causa un proceso inflamatorio. Adaptada de Ueda y Shah, 2000. 
 
La necrosis constituye un fenómeno pasivo, descontrolado e independiente de 
energía, que generalmente afecta a grandes números de células, mientras que 
la apoptosis es un proceso controlado y dependiente de energía, que suele 
afectar a una célula o a pequeños grupos de células. A continuación, se 
comparan las principales características morfológicas que permiten distinguir 
entre la apoptosis y la necrosis (Tabla 1). 
Introducción! 49!!
APOPTOSIS NECROSIS 
Una célula o pequeños grupos de células Grandes grupos de células 
Encogimiento celular Hinchado celular 
Pyknosis y cariorrexis Cariolisis, pyknosis y cariorrexis 
Membrana celular intacta Rotura de la membrana celular 
Citoplasma retenido en cuerpos apoptóticos Liberación del contenido intracelular 
No aparece inflamación Usualmente aparece inflamación 
 
 
Tabla 1. Apoptosis versus Necrosis. Comparación de las principales características que 
definen a la apoptosis y a la necrosis, las cuales permiten distingir ambos procesos a nivel 
morfológico. Adaptada de Elmore, 2007. 
 
1.3.3. Rutas Apoptóticas 
 
Actualmente, los datos experimentales indican la existencia de dos rutas 
apoptóticas principales: 1) la ruta extrínseca o dependiente de receptor 
(Kramer, 2000), y 2) la ruta intrínseca o mitocondrial (Suen et al., 2008). 
Adicionalmente, existe una tercera ruta que implica la citotoxicidad mediada por 
linfocitos T y la muerte de la célula dependiente de la perforina/granzima. Esta 
tercera ruta es capaz de inducir apoptosis mediante la granzima B o la 
granzima A. Estas tres grandes rutas, responsables tanto de la activación como 
de la regulación de la apoptosis, se esquematizan a continuación en la Figura 
8. 
Las rutas extrínseca, intrínseca y la de la granzima B convergen en la caspasa-
3, provocando la fragmentación del ADN y la degradación de proteínas del 
citoesqueleto y del núcleo, la formación de cuerpos apoptóticos, la expresión 
de ligandos para los receptores de las células fagocíticas y, finalmente, la 
degradación celular mediada por fagocitosis. Por su parte, la ruta de la 
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granzima A activa una ruta paralela e independiente de caspasas mediante 
daño de cadena simple en el ADN (Martinvalet et al., 2005). 
 
Figura 8. Principales rutas de control de la apoptosis en mamíferos. Ruta intrínseca 
(izquierda), extrínseca (derecha) y de la Perforina/Granzima B (centro). Ruta intrínseca: tanto la 
ausencia de factores de crecimiento como el estrés del retículo endoplásmico (RE) se perciben 
a nivel de la mitocondria, provocando la liberación de citocromo c (Cc), que activa la cascada 
proteolítica que conduce a la muerte celular. Ruta Perforina/Granzima B: la perforina, liberada 
por los linfocitos T citotóxicos, genera poros en la membrana plasmática de la célula diana, a 
través de los cuales se introduce la granzima B, que puede activar directamente a la caspasa-
3, activando la muerte celular. Ruta extrínseca: el reconocimiento de un ligando extracelular 
(por ej. FasL) por parte de su receptor (por ej. FasR) causa la activación de la caspasa-8, la 
cual puede activar directamente a la caspasa-3, promoviendo así la muerte celular. Igualmente, 
la caspasa-8 puede activar a Bid dando lugar a tBid, que actúa sobre la mitocondria, 
conectando de este modo la ruta extrínseca y la intrínseca. 
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1.3.3.1. Características Bioquímicas 
 
Las células apoptóticas exhiben varias modificaciones bioquímicas, tales como 
la proteolisis proteica mediada por caspasas, el entrecruzamiento de proteínas, 
la rotura del ADN y el reconocimiento fagocítico (Hengartner, 2000).  
Las caspasas son ampliamente expresadas como zimógenos inactivos en la 
mayoría de las células que, una vez activados, pueden activar a otras 
procaspasas, conduciendo, de este modo, al inicio de la cascada proteolítica, la 
cual representa una de las principales características de la apoptosis. Esta 
cascada proteolítica, en la cual una caspasa activa a otras caspasas, permite la 
amplificación de la ruta de señalización apoptótica, lo que promueve una rápida 
muerte celular. La actividad proteolítica de las caspasas les permite cortar otras 
proteínas en residuos de aspartato, aunque la especificidad acerca de las 
secuencias de reconocimiento varía entre las distintas caspasas. Hasta la 
fecha se han conseguido identificar 11 caspasas principales, que se han 
distribuido en tres grandes grupos: caspasas iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -
10), caspasas ejecutoras (caspasa-3, -6 y -7) y caspasas inflamatorias 
(caspasa-1, -4, -5 y -12) (Cohen, 1997; Rai et al., 2005) (Figura 9).  
Aparte de estas caspasas principales, las otras caspasas que se han 
identificado son la caspasa-11, la cual parece regular la apoptosis y la 
maduración de las citoquinas durante el choque séptico, la caspasa-13, la cual 
parece ser un gen bovino, y la caspasa-14, la cual es altamente expresada en 
tejido embrionario, pero no en tejido adulto (Hu et al., 1998; Nakagawa et al., 




Figura 9. Esquema de la organización en dominios de las caspasas humanas. Esquema 
de los dominios de las principales caspasas humanas: inflamatorias, iniciadoras y ejecutoras. 
CARD: dominio de reclutamiento de caspasas; DED: dominio efector de muerte. 
 
Otra característica bioquímica de las células apoptóticas es el entrecruzamiento 
de proteínas, que se produce como consecuencia de la expresión y activación 
de transglutaminasas (Nemes et al., 1996).  
También se produce la rotura del ADN como consecuencia de la acción de 
endonucleasas dependientes de Ca2+ y Mg2+, dando lugar a fragmentos que se 
diferencian en su tamaño en 180 ó 200 pares de bases (Bortner et al., 1995). 
Esto permite la observación de una escalera de ADN característica, que se 
visualiza al separar el ADN genómico de células apoptóticas mediante 
electroforesis en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio e iluminado 
con luz ultravioleta. 
Igualmente, la expresión de marcadores celulares de superficie, los cuales 
permiten un reconocimiento fagocítico temprano de las células apoptóticas y, 
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de este modo, una rápida fagocitosis que garantiza el mínimo riesgo para las 
células de alrededor, constituye otra de las características bioquímicas de la 
apoptosis. Esto se alcanza mediante el movimiento de la fosfatidilserina desde 
la cara interna hacia la cara externa de la bicapa lipídica (Bratton et al., 1997). 
Aunque, la fosfatidilserina es un ligando reconocido por los fagocitos, estudios 
recientes han demostrado que otras proteínas son expuestas en la superficie 
celular durante la eliminación de células apoptóticas, entre las que se 
encuentran la anexina V y  la calreticulina.  
La anexina V es una proteína que interacciona fuerte y específicamente con 
residuos de fosfatidilserina, por lo que es usada para la detección de la 
apoptosis (Arur et al., 2003). Por su parte, la calreticulina se une a una proteína 
relacionada con el receptor del LDL (del inglés, Low Density Lipoprotein) sobre 
la célula que fagocita, y se ha sugerido que coopera con la fosfatidilserina 
como señal de reconocimiento (Gardai et al., 2005). La glicoproteína adhesiva 
trombospondina-1 puede ser expresada en la superficie externa de células 
endoteliales microvasculares activadas y, conjuntamente con CD36, proteasas 
similares a la caspasa-3 y otras proteínas, inducen apoptosis mediada por 
receptor (Jiménez et al., 2000). 
 
1.3.3.2. Ruta Extrínseca 
 
La apoptosis iniciada por la ruta de señalización extrínseca implica 
interacciones mediadas por receptores transmembrana de la superfamilia de 
receptores TNF (del inglés, Tumor Necrosis Factor) (Locksley et al., 2001) 
(Figura 10). Actualmente, los complejos ligando/receptor mejor caracterizados 
son FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y Apo2L/DR5 
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(Chicheportiche et al., 1997; Ashkenazi y Dixit, 1998; Peter y Kramer, 1998; 
Suliman et al., 2001; Rubio-Moscardo et al., 2005). 
 
Figura 10. Ruta extrínseca de la apoptosis. El reconocimiento de FasL por parte de su 
receptor FasR conduce a la activación de la caspasa-8, la cual puede activar directamente la 
cascada proteolítica, activando a la caspasa-3, o bien cortar a la proteína Bid, dando lugar a la 
forma truncada y activa (tBid), la cual actúa a nivel de la mitocondria. tBid provoca la 
permeabilización de la MOMP permitiendo la liberación de factores pro-apoptóticos (Cc, 
HtrA2/Omi, Smac/DIABLO, AIF, EndoG), de modo que tBid sirve como nexo de unión entre la 
ruta intrínseca y la ruta extrínseca de activación de la apoptosis. Adaptada de Zhang et al., 
2005. 
 
En la ruta extrínseca, el reconocimiento del ligando (por ej. FasL) por parte del 
receptor (por ej. FasR) conduce a la oligomerización del receptor, lo que 
permite el reclutamiento de proteínas adaptadoras (por ej. FADD). Estas 
proteínas adaptadoras permiten el reclutamiento de la procaspasa-8. En este 
momento, se ha formado el denominado como complejo señalizador inductor 
Introducción! 55!!
de muerte (DISC, del inglés Death-Inducing Signaling Complex), resultando en 
la activación autocatalítica de la procaspasa-8 (Kischkel et al., 1995). Una vez 
que la caspasa-8 se ha activado, se dispara la fase de ejecución de la 
apoptosis. 
 
1.3.3.3. Ruta Perforina/Granzima 
 
Los linfocitos T citotóxicos (CTL, del inglés Cytotoxic T Lymphocytes) son 
capaces de matar células diana a través de la ruta extrínseca, siendo la 
interacción FasL/FasR el método principal por el que los CTL inducen 
apoptosis (Brunner et al., 2003). Sin embargo, los CTL también son capaces de 
inducir muerte celular sobre células tumorales o infectadas por virus mediante 
la secreción de perforina. La perforina es capaz de formar poros en la 
membrana de la célula diana, a través de los cuales los CTL secretan gránulos 
citoplásmicos en el interior de la célula diana (Trapani y Smyth, 2002) (Figura 
11), siendo las granzimas A y B los componentes más importantes dentro de 
estos gránulos (Elmore, 2007). 
Se ha descrito que la granzima B puede cortar proteínas en residuos de 
aspartato, por lo tanto, siendo capaz de activar a la procaspasa-3 y de inactivar 
al inhibidor de la ADNasa activada por caspasas (ICAD, del inglés Inhibitor of 
Caspases Activated DNAse) (Sakahira et al., 1998). También se ha propuesto 
que la granzima B puede activar la ruta mitocondrial, mediante la activación 
proteolítica de Bid y la liberación de Cc (Barry y Bleackley, 1998; Russel y Ley, 
2002). Aún así, la granzima B es capaz también de activar directamente a la 
caspasa-3, eliminándose de este modo la ruta de señalización, por lo que se 
pasa directamente a la activación de la fase de ejecución de la apoptosis. 
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Figura 11. Ruta Perforina/Granzima de la apoptosis.  Los poros generados por la perforina 
permiten la entrada en la célula diana tanto de la granzima A como de la granzima B. La 
granzima A actúa sobre el complejo SET, promoviendo la liberación de la nucleasa NM23-H1, 
que provoca daños a nivel del ADN, lo que conduce a la apoptosis. Por su parte, la granzima B 
activa a la caspasa-3, la cual corta e inactiva a ICAD, permitiendo así la liberación de la 
nucleasa CAD (del inglés, Caspase Activated DNAse), la cual causa daños en el ADN 
activando la respuesta apoptótica. 
 
La granzima A es también importante para la apoptosis inducida por CTL, al 
estar implicada en la activación de rutas independientes de caspasas. Una vez 
en la célula, la granzima A activa cortes en el ADN a través de la ADNasa 
NM23-H1 (Fan et al., 2003). En condiciones homeostáticas, la proteína SET se 
encuentra inhibiendo a NM23-H1, pero la granzima A es capaz de cortar a la 
proteína SET, liberando de este modo a NM23-H1, promoviendo la 
degradación apoptótica del ADN. Además de inhibir a NM23-H1, el complejo 
SET (formado por SET, Ape1, pp32, HMG2, TREX1 y NM23-H1) parece tener 
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funciones importantes en la reparación del ADN (Lieberman y Fan, 2003). Por 
lo tanto, la inactivación de este complejo por medio de la granzima A también 
contribuye a la apoptosis, al bloquear tanto el mantenimiento del ADN como la 
integridad de la estructura de la cromatina. 
 
1.3.3.4. Ruta Intrínseca 
 
Esta ruta de señalización implica a un conjunto diverso de estímulos, no 
mediados por receptor, que producen señales intracelulares que actúan 
directamente sobre dianas en el interior celular (Elmore, 2007). Estos estímulos 
responsables de iniciar la cascada de señalización pueden ser tanto negativos 
como positivos. Entre los estímulos negativos se incluyen la ausencia de 
ciertos factores de crecimiento, hormonas y citoquinas, lo que puede conducir a 
un fallo en la supresión de los programas de muerte celular, disparando de este 
modo la activación de la apoptosis. Por el contrario otros estímulos actúan de 
modo positivo, entre los que se incluyen la radiación, las toxinas, la hipoxia, la 
hipertermia, las infecciones víricas, los radicales libres, daños en el ADN, etc. 
A pesar de su distinta naturaleza, todos estos estímulos, tanto negativos como 
positivos, comparten un aspecto en común, y es que todos ellos causan 
cambios en la membrana mitocondrial externa (MME), conduciendo a la 
apertura del denominado como poro de transición de la permeabilidad 
mitocondrial (MPTP, del inglés Mitochondrial Permeability Trasition Pore), a la 
pérdida del potencial transmembrana de la mitocondria y a la liberación al 
citosol de dos grandes grupos de proteínas pro-apoptóticas, que normalmente 
se encuentran secuestradas en el espacio intermembrana de la mitocondria 
(Saelens et al., 2004).  
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El primer grupo consta de Cc, Smac/DIABLO y HtrA2/Omi (Du et al., 2000; van 
Loo et al., 2002; Garrido et al., 2006). Estas proteínas activan la ruta 
mitocondrial dependiente de caspasas. Por ejemplo, el Cc se une a APAF1 (del 
inglés, Apoptosis Protease-Activating Factor-1), favoreciendo un cambio 
conformacional que induce su oligomerización dando lugar al apoptosoma, la 
maquinaria molecular responsable de la activación de la caspasa-9 (Zou et al., 
1999; Hill et al., 2004). Por otra parte, se sabe que la función de Smac/DIABLO 
y HtrA2/Omi es la inhibición de la actividad de IAP (del inglés, Inhibitor of 
Apoptosis Proteins) (van Loo et al., 2002; Schimmer, 2004). 
El segundo grupo de proteínas pro-apoptóticas engloba a AIF (del inglés, 
Apoptosis Inducing Factor), endonucleasa G y CAD, las cuales son liberadas 
de la mitocondria durante la apoptosis, siendo éste un evento tardío que ocurre 
una vez que la señalización apoptótica ha conducido a la célula hacia la muerte 
celular. AIF se transloca al interior del núcleo, donde causa la fragmentación 
del ADN nuclear en fragmentos cuyo tamaño oscila entre 50 y 300 kb, así 
como la condensación de la cromatina nuclear periférica (Joza et al., 2001). 
Este primer evento de condensación nuclear es conocido como Fase I (Susin 
et al., 2000). La endonucleasa G también es translocada al interior del núcleo, 
donde corta al ADN generando fragmentos oligonucleosomales (Li et al., 2001). 
Tanto la endonucleasa G como AIF funcionan de forma independiente de 
caspasas, a diferencia de CAD, la cual es liberada desde la mitocondria y 
translocada al núcleo donde, tras ser procesada por la caspasa-3, conduce a la 
fragmentación oligonucleosomal del ADN y a una más pronunciada y avanzada 
condensación de la cromatina (Enari et al., 1998), en un proceso que se 
conoce como Fase II (Susin et al., 2000).  
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Tanto el control como la regulación de todos los eventos apoptóticos que se 
producen a nivel de la mitocondria dependen de los miembros de la familia Bcl-
2, entre los cuales encontramos tanto miembros pro-apoptóticos como anti-
apoptóticos (Figura 12) (Cory y Adams, 2002).  
 
Figura 12. Ruta intrínseca de la apoptosis. Diferentes tipos de estímulos (daños en el ADN, 
estrés del RE, ausencia de factores de crecimiento, etc) actúan a nivel de la mitocondria 
provocando la permeabilización de la MME, mediada por Bax y Bak, lo que conduce a la 
liberación de factores pro-apoptóticos. Entre estos se encuentra el Cc, que provoca la 
activación de las caspasa y de la apoptosis. 
 
Las proteínas de la familia Bcl-2 controlan la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial. Hasta la fecha se han identificado un total de 25 genes en esta 
familia proteíca. Entre los miembros anti-apoptóticos se incluyen Bcl-2, Bcl-XL, 
Bcl-XS, Bcl-w y BAG; mientras que entre los pro-apoptóticos encontramos a 
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Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk. Estas proteínas juegan un papel 
crucial, ya que del balance entre miembros anti-apoptóticos y pro-apoptóticos 
dependerá si una célula activa el proceso de PCD o lo aborta. Se cree que el 
principal mecanismo de acción de las proteínas de la familia Bcl-2 es la 
regulación de la liberación del Cc, mediante la alteración de la permeabilidad 
de la membrana mitocondrial. Dentro de esta familia de proteínas distinguimos 
tres grandes grupos, todos ellos caracterizados por la presencia de al menos 
un dominio BH (del inglés, Bcl-2 Homology). Encontramos los miembros anti-
apoptóticos los cuales presentan cuatro dominios BH, los pro-apoptóticos que 
poseen tres de estos dominios y un tercer grupo que sólo presenta el dominio 
BH3 (Figura 13).  
 
 
Figura 13. Organización de los dominios de los miembros de la familia Bcl-2. Los 
miembros anti-apoptóticos se caracterizan por la presencia de cuatro dominios BH (verde), 
mientras que en los miembros pro-apoptóticos encontramos dos grandes grupos: 1) aquellos 
que presentan tres dominios BH (naranja), o 2) aquellas que sólo presentan el dominio BH3 
(celeste). Adaptada de Cory y Adams, 2002. 
 
 
A continuación (Tabla 2) se muestra un listado de las proteínas implicadas en 
la regulación o ejecución de la ruta intrínseca. 
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Second mitochondrial activator of 




Inhibitor of Apoptosis Proteins 
 
Apoptotic protease activating factor 
Cysteinyl aspartic acid-protease-9 
Apoptosis Inducing Factor 
Caspase-Activated DNAse 
B-cell lymphoma protein 2 
BCL2 like 1 
BCL2 related protein, long isoform 
BCL2 related protein, short isoform 
BCL2 like 2 protein 
BCL2 associated athanogene 
B-cell lymphoma protein 10 
BCL2 associated X protein 
BCL2 antagonist killer 1 
BH3 interacting domain death agonist 
BCL2 antagonist of cell death 
 
 
BCL2 interacting protein BIM 
BCL2 interacting killer 
Bik-like killer protein 





5-monooxigenase activation protein 





Omi stress regulated endoprotease, serine 
protease Omi protein A2 
XIAP, API3, ILP, HILP. HIAP2, cIAP1, API1, 
MIHB, NFR2-TRAF signaling complex protein  
APAF1 
ICE-LAP6, Mch6, Apaf-3 
Programmed cell death protein 8 
mitochondrial CAD, CPAN, DFF40 
Apoptosis regulator Bcl-2 
BCL2 related protein 
BCL2L protein, long form of Bcl-x 
 
Apoptosis regulator BclW 
BAG family molecular chaperone regulator 
mE10, CARMEN, CLAP, CIPER 
Apoptosis regulator BAX 
BCL2L7, cell death inhibitor 1 
p22 BID 
BCL2 binding protein, BCL2L8, BCL2 binding 
component 6, BBC6, Bcl-XL/Bcl-2 associated 
death promoter 
BCL2 like 11 
NBK, BP4, BIP1, apoptosis inducing NBK 
B lymphoid tyrosine kinase, p55-BLK, MGC10442 
JFY1, PUMA/JFY1, p53 up-regulated modulator of 
apoptosis  
PMA induced protein 1, APR 
14-3-3 eta, theta, zeta, beta, epsilon, sigma, 
gamma 
None 
c-myc, Myc proto-oncogene protein 
 
Tabla 2. Proteínas implicadas en la regulación de la ruta intrínseca de la apoptosis. En 
cada caso se indica la abreviatura así como el nombre de la proteína en inglés. Igualmente, se 




1.3.4. Ruta de Ejecución 
 
Tanto la ruta extrínseca como la intrínseca acaban con la activación de la fase 
de ejecución de la apoptosis, considerada como el acto final de este proceso, 
el cual comienza con la activación de las caspasas ejecutoras. Estas caspasas 
ejecutoras provocan la activación tanto de endonucleasas citoplásmicas, las 
cuales degradan el material nuclear, como de proteasas que degradan 
proteínas nucleares y del citoesqueleto. Concretamente, son las caspasas -3, -
6 y -7 las que actúan como caspasas ejecutoras, cortando distintos sustratos, 
siendo por ende las responsables de los cambios morfológicos y bioquímicos 
que definen a la apoptosis (Slee et al., 2001). 
La caspasa-3 es considerada como la más importante de las caspasas 
ejecutoras, siendo activada por cualquiera de las caspasas iniciadoras 
(caspasas -8, -9 y -10). La caspasa-3 específicamente activa a la 
endonucleasa CAD. En células en crecimiento CAD se encuentra secuestrada 
por su inhibidor ICAD. En cambio, en células apoptóticas, la caspasa-3 
activada corta a ICAD, liberando así a CAD (Sakahira et al., 1998). Una vez 
liberada, CAD degrada el ADN cromosómico, causando la condensación de la 
cromatina. Aparte, la caspasa-3 induce la reorganización del citoesqueleto y la 
desintegración de la célula en cuerpos apoptóticos.  
La gelsolina, una proteína de unión a actina, ha sido identificada como uno de 
los sustratos claves de la caspasa-3. Normalmente, la gelsolina actúa como 
núcleo de polimerización de la actina, pero al ser cortada por la caspasa-3 se 
produce el desmantelamiento de los filamentos de actina, afectando tanto a la 
división celular como a la traducción de señales (Khotakota et al., 1997). 
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La fagocitosis de las células apoptóticas constituye la fase final de la apoptosis. 
La externalización de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana de 
las células apoptóticas facilita su reconocimiento por parte de los fagocitos, 
impidiendo así la liberación del contenido intracelular y, por lo tanto, la 
aparición de una respuesta inflamatoria (Fadok et al., 2001). 
 
1.4. Apoptosis en Condiciones Fisiológicas 
 
El papel de la apoptosis es crítico durante varios procesos del desarrollo. Por 
ejemplo, tanto el sistema nervioso como el inmune surgen mediante una 
sobreproducción de células. Esta sobreproducción inicial es seguida por la 
apoptosis de todas aquellas células que fallan en establecer conexiones 
sinápticas funcionales o en producir antígenos específicos, respectivamente 
(Nijhawan et al., 2000; Opferman y Korsmeyer, 2003). 
De igual modo, la apoptosis resulta esencial para librar al cuerpo de células 
invadidas por patógenos, y constituye un componente indispensable en la 
curación de heridas, al estar implicada en la eliminación de las células 
inflamatorias (Greenhalgh, 1998). La apoptosis también es fundamental en la 
eliminación de células inmunes activadas o auto-agresivas, bien durante su 
maduración en los órganos linfáticos centrales o en los tejidos periféricos, 
impidiendo así respuestas autoinmunes (Liu et al., 1996). Además, a medida 
que un organismo envejece, algunas células se deterioran a tasas más 
elevadas, por lo que es necesaria su eliminación por medio de la apoptosis. 
Por lo tanto, resulta obvio que la apoptosis debe estar estrechamente regulada, 
ya que un defecto o un exceso en los niveles de apoptosis podrían conducir a 
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defectos durante el desarrollo, enfermedades autoinmunes, neurodegeneración 
o cáncer. 
 
1.5. Apoptosis en Condiciones Patológicas 
 
La desregulación de la muerte celular constituye un componente importante de 
enfermedades como: el cáncer, los síndromes autoinmunes, el síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), las enfermedades neurodegenerativas 
(Parkinson, Alzheimer, Huntington), etc, lo que pone de manifiesto cuan 
importante resulta el estudio y determinación de los mecanismos bioquímicos y 
genéticos implicados en el control de este proceso. 
El cáncer es un ejemplo en el que los mecanismos normales de control del 
ciclo celular están desregulados, lo que conduce a una proliferación excesiva 
de células y/o a una eliminación disminuida de células (King y Cidlowski, 1998). 
De hecho, se cree que la supresión de la apoptosis durante la carcinogénesis 
desempeña un papel clave en el desarrollo y progresión de algunos tipos de 
cáncer (Kerr et al., 1994), existiendo toda una variedad de mecanismos 
mediante los cuales las células tumorales consiguen suprimir la apoptosis. 
Las células tumorales pueden adquirir resistencia a la apoptosis mediante la 
expresión de proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-2, o mediante la mutación o 
silenciamiento de proteínas pro-apoptóticas, como Bax (Elmore, 2007). Otro 
método usado por las células tumorales para evadir la apoptosis es mediante la 
elusión del sistema inmune (Smyth et al., 2001). Ciertos tipos de células 
inmunes destruyen células tumorales mediante la ruta extrínseca o mediante la 
ruta perforina/granzima. Para evadir el sistema inmune, algunas células 
tumorales disminuyen la respuesta frente a la activación de la ruta extrínseca, 
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por ejemplo disminuyendo la expresión del receptor FasR, expresando formas 
no funcionales de éste o secretando formas solubles, de manera que FasL sea 
secuestrado en el medio extracelular (Cheng et al., 1994; Elnemr et al., 2001). 
La alteración de varias rutas de señalización celular puede resultar en la 
desregulación de la apoptosis, conduciendo de este modo al cáncer. El 
supresor de tumores p53 es un factor de transcripción que regula el ciclo 
celular y está ampliamente mutado en cánceres humanos (Wang y Harris, 
1997). El papel crítico de p53 queda al descubierto por el hecho de que se 
encuentra mutado en el 50 % de los cánceres humanos. Se ha descrito que 
p53 puede activar la reparación del ADN, puede detener el ciclo celular en el 
punto de regulación G1/S, y puede iniciar la apoptosis si el daño en el ADN es 
irreparable (Pietempol y Stewart, 2002). 
Además del cáncer, una apoptosis disminuida puede conducir a enfermedades 
como el síndrome linfoproliferativo autoinmune (SLPA) (Woth et al., 2006). Esto 
sucede cuando existe una apoptosis insuficiente de células T auto-agresivas, 
resultando en múltiples enfermedades autoinmunes. También se produce un 
exceso de células B, resultando en un incremento en la producción de 
inmunoglobulina, lo que conduce a la autoinmunidad. Algunas de las 
enfermedades comunes al SLPA incluyen la anemia hemolítica, la 
trombocitopenia inmune y la neutropenia autoinmune.  
De modo similar, un exceso en los niveles de apoptosis también tiene 
consecuencias patológicas, tales como enfermedades autoinmunes, 
neurodegenerativas, etc. El SIDA es un ejemplo de enfermedad autoinmune, 
consecuencia de la infección con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
(Li et al., 1995). Este virus infecta a las células T CD4+ a través del receptor 
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CD4. Posteriormente, el virus es internalizado en la célula T, donde se cree 
que la proteína Tat del VIH aumenta la expresión del receptor FasR, resultando 
en una excesiva apoptosis de células T. 
La enfermedad de Alzheimer es un síndrome neurodegenerativo que se piensa 
que es causado por mutaciones en ciertas proteínas, como el precursor de la 
proteína amiloide (PPA) y las presenilinas. Las presenilinas parecen ser las 
responsables del procesamiento de PPA en β-amiloide. La formación de 
depósitos extracelulares de β-amiloide, los cuales son neurotóxicos, pueden 
inducir apoptosis mediante estrés oxidativo, o al provocar un aumento en la 
expresión del ligando FasL. También podría estar implicado en la activación de 
la microglía, lo cual conllevaría la secreción de TNFα y la activación de TNFR1, 
provocando apoptosis (Ethell y Buhler, 2003). 
Una apoptosis excesiva parece también desempeñar un papel importante en 
varios daños asociados a isquemia. Un ejemplo de esto es la isquemia de 
miocardio causada por un fallo en el suministro de sangre, lo que conduce a 
una disminución en el suministro de oxígeno y, por lo tanto, a la muerte de los 
cardiomiocitos. Aunque durante este fenómeno lo que se produce es necrosis, 
se ha detectado la sobreexpresión de Bax en tejido de miocardio isquémico. 
Igualmente se ha comprobado como las terapias destinadas a reducir la 
apoptosis han mostrado cierto grado de éxito en la reducción del daño tisular 
(Hochhauser et al., 2003). Una hipótesis es que el daño producido por la 
isquemia es capaz de provocar la activación de un proceso apoptótico, pero si 





1.6. Citocromo c: Una Proteína Bifuncional 
 
Inicialmente descubiertos por MacMunn en 1886 y, posteriormente, 
redescubiertos en 1925 por Keilin, los citocromos de tipo c se encuentran entre 
las proteínas más ampliamente estudiadas. Los citocromos de tipo c se 
caracterizan por su capacidad de unir de forma covalente uno o varios grupos 
hemo, mediante dos enlaces tioéter a través de los grupos tiol de dos residuos 
de cisteína (Bertini et al., 2006). 
El Cc mitocondrial es un citocromo de tipo c, caracterizado por un plegamiento 
conservado y por la presencia de un único sitio de unión a hemo (Cys-X-X-Cys-
His). Se trata de una hemoproteína de pequeño tamaño, que se encuentra 
altamente conservada a lo largo de la evolución (Figura 14 y 15). 
 
 C. elegans cyc-2.1       ----MSD------IPAGDYEKGKKVYKQRCLQCHVVDS-TATKTGPTLHG 39 
 C. elegans cyc-2.2       MGKKKSDTASGGAIPEGDNEKGKKIFKQRCEQCHVVNS-LQTKTGPTLNG 49 
 A. thaliana              ----MASFD---EAPPGNPKAGEKIFRTKCAQCHTVEKGAGHKQGPNLNG 43 
 Z. mays                  ----MASFS---EAPPGNPKAGEKIFKTKCAQCHTVEKGAGHKQGPNLNG 43 
 H. sapiens               ---------------MGDVEKGKKIFIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 P. troglodytes           ---------------MGDVEKGKKIFIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 E. caballus              ---------------MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 B. taurus                ---------------MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 C. lupus familiaris      ---------------MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 R. novergicus            ---------------MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 G. gallus                ---------------MGDIEKGKKIFVQKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHG 35 
 D. melanogaster Cyt-c-p  -----------MGVPAGDVEKGKKLFVQRCAQCHTVEAGGKHKVGPNLHG 39 
 D. melanogaster Cyt-c-d  -------------MGSGDAENGKKIFVQKCAQCHTYEVGGKHKVGPNLGG 37 
 S. pombe                 -----------MPYAPGDEKKGASLFKTRCAQCHTVEKGGANKVGPNLHG 39 
 S. cerevisiae            ---------MPAPYKPGSEKKGATLFKTRCLQCHTTEKGGPHKVGPNLHG 41 
                                           *. : * .::  :* ***. :     * **.* * 
 
 C. elegans cyc-2.1       VIGRTSGTVSGFDYSAANKNKGVVWTRETLFEYLLNPKKYIPGTKMVFAG 89 
 C. elegans cyc-2.2       VIGRQSGQVAGFDYSAANKNKGVVWDRQTLFDYLADPKKYIPGTKMVFAG 99 
 A. thaliana              LFGRQSGTTPGYSYSAANKSMAVNWEEKTLYDYLLNPKKYIPGTKMVFPG 93 
 Z. mays                  LFGRQSGTTTGYSYSAGNKNKAVIWEENTLYDYLLNPKKYIPGTKMVFPG 93 
 H. sapiens               LFGRKTGQAPGYSYTAANKNKGIIWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFVG 85 
 P. troglodytes           LFGRKTGQAPGYSYTAANKNKGIIW----------NPKKYIPGTKMIFVG 75 
 E. caballus              LFGRKTGQAPGFSYTDANKNKGITWKEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG 85 
 B. taurus                LFGRKTGQAPGFSYTDANKNKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG 85 
 C. lupus familiaris      LFGRKTGQAPGFSYTDANKNKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG 85 
 R. novergicus            LFGRKTGQAAGFSYTDANKNKGITWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG 85 
 G. gallus                LFGRKTGQAEGFSYTDANKNKGITWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG 85 
 D. melanogaster Cyt-c-p  LIGRKTGQAAGFAYTDANKAKGITWNEDTLFEYLENPKKYIPGTKMIFAG 89 
 D. melanogaster Cyt-c-d  VVGRKCGTAAGYKYTDANIKKGVTWTEGNLDEYLKDPKKYIPGTKMVFAG 87 
 S. pombe                 VFGRKTGQAEGFSYTEANRDKGITWDEETLFAYLENPKKYIPGTKMAFAG 89 
 S. cerevisiae            VFSRQSGQVSGYSYTDAMINRNVTWDAQSMSDYLENPKKYIPGTKMAFGG 91 







 C. elegans cyc-2.1       LKKADERADLIKYIEVESAKSL-- 111 
 C. elegans cyc-2.2       LKKADERADLIKFIEVEAAKKPSA 123 
 A. thaliana              LKKPQDRADLIAYLKEGTA----- 112 
 Z. mays                  LKKPQERADLIAYLKEATA----- 112 
 H. sapiens               IKKKEERADLIAYLKKATNE---- 105 
 P. troglodytes           IKKKEERADLIAYLKKATNE---- 95 
 E. caballus              IKKKTEREDLIAYLKKATNE---- 105 
 B. taurus                IKKKGEREDLIAYLKKATNE---- 105 
 C. lupus familiaris      IKKTGERADLIAYLKKATKE---- 105 
 R. novergicus            IKKKGERADLIAYLKKATNE---- 105 
 G. gallus                IKKKSERVDLIAYLKDATSK---- 105 
 D. melanogaster Cyt-c-p  LKKPNERGDLIAYLKSATK----- 108 
 D. melanogaster Cyt-c-d  LKKAEERADLIAFLKSNK------ 105 
 S. pombe                 FKKPADRNNVITYLKKATSE---- 109 
 S. cerevisiae            LKKEKDRNDLITY----------- 104 
                          :**  :* ::* : 
 
Figura 14. Alineamiento de las secuencias del Cc respiratorio de diferentes organismos. 
Para ello se empleó el servidor ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 
 
 
Figura 15. Comparación estructural del Cc. Cc humano (PDB: 1j3s) a la izquierda y de A. 
thaliana (modelo de homología usando el programa MODELLER (http://salilab.org/modeller/)) a 
la derecha. Se muestra la estructura de la cadena polipeptídica (arriba) y la superficie (abajo) 
de ambos citocromos. 
 
El Cc mitocondrial es una proteína de 12 kDa, codificada a nivel del ADN 
nuclear. Presenta estructura globular con cuatro hélices α. El grupo hemo se 
localiza insertado en un bolsillo en la estructura terciaria, estando parcialmente 
expuesto al solvente (Figura 15) y, por lo tanto, accesible para la transferencia 
de electrones. 
El Cc es una proteína que ha sufrido pocos cambios a lo largo de la evolución 
(Figura 14), estando su secuencia tremendamente conservada incluso entre 
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organismos muy separados filogenéticamente (Fitch, 1975; Moore y Pettigrew, 
1990). Además de los cuatro aminoácidos que actúan como ligandos del grupo 
hemo (dos cisteínas, una metionina y una histidina), el Cc mitocondrial se suele 
caracterizar por presentar un elevado punto isoeléctrico (pI), como 
consecuencia de la presencia en su secuencia de un elevado número de 
residuos positivos, principalmente residuos de lisina. 
 
 
Figura 16. Doble papel del Cc en mamíferos. En condiciones homeostáticas el Cc se 
encuentra transfiriendo electrones entre el complejo III y el complejo IV de la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial. En cambio, bajo condiciones apoptóticas (por ej. ROS), el 
Cc es liberado en el citoplasma, donde: 1) interacciona con APAF1, activando a las caspasas y 
promoviendo la apoptosis, 2) interacciona con el receptor de inositol tri-fosfato (IP3R), 
induciendo la liberación de Ca2+ desde el RE hacia el citoplasma, y 3) es translocado al interior 
del núcleo, aunque la función que desempeña en el núcleo aún permanece por determinar. 
Martínez-Fábregas et al., 2011. 
En condiciones homeostáticas la función del Cc mitocondrial es esencialmente 
el tráfico de electrones entre los complejos respiratorios citocromo bc1 y 
citocromo c oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial, pero en el caso de 
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células de vertebrados esta pequeña proteína también se encuentra implicada 
en la activación de la apoptosis (Jiang y Wang, 2004) (Figura 16).  
La demostración del papel del Cc en la activación de la apoptosis fue realizada 
en 1996. Concretamente, el laboratorio de Xiadong Wang consiguió llevar a 
cabo in vitro el estudio del proceso de activación de las caspasas (Liu et al., 
1996). Este grupo determinó que la adición de dATP inducía la activación de la 
caspasa-3 en extractos citosólicos de células HeLa. Este ensayo permitió 
identificar al Cc como la primera proteína requerida para la activación mediada 
por dATP de la caspasa-3. Posteriormente, se consiguió identificar a APAF1 y 
la caspasa-9 como los otros dos componentes implicados en la activación de la 
caspasa-3. 
Inicialmente, la implicación del Cc en la activación de la apoptosis estuvo en 
entredicho, ya que se trata de una proteína esencial en la producción de 
energía, que además se localiza en el interior de la mitocondria. Sin embargo 
este papel central del Cc en la apoptosis fue rápidamente confirmado, gracias a 
la identificación de APAF1 (Zou et al., 1997) y a la demostración de que Bcl-2 
inhibía la muerte celular previniendo la liberación del Cc desde la mitocondria 
(Yang et al., 1997). 
El papel del Cc en la activación de la apoptosis sólo ha sido establecido en el 
caso de mamíferos. Aunque resulta interesante tener en cuenta que la 
liberación del Cc desde la mitocondria hacia el citosol ha sido descrita en una 
enorme variedad de organismos, como levaduras (Giannattasio et al., 2008), 
plantas (Balk et al., 1999; García-Heredia et al., 2008), moscas (Arama et al., 
2006) y mamíferos (Liu et al.,1996). 
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Resulta intrigante la propuesta de que en torno al 90 % del Cc de la 
mitocondria se localiza secuestrado en el interior de las crestas mitocondriales 
y, por lo tanto, no disponible para el transporte electrónico (Delivani y Martin, 
2006). Por otra parte, la interacción del Cc con APAF1 ocurre aguas arriba en 
la cascada de señalización, provocando la activación de las caspasas 
iniciadoras que activan a las caspasas efectoras, amplificando así la señal, de 
modo que a priori la cantidad de Cc necesaria debería de ser pequeña. 
Teniendo en cuenta ambos aspectos, la concentración de Cc en el espacio 
intermembrana de la mitocondria (0,5-5 mM, Forman y Azzi, 1997) es 
extremedamente alta, por lo que surge la pregunta acerca de si el Cc podría 
estar implicado de algún modo en la regulación de otros procesos durante la 
PCD. 
Aparte de esta función bien establecida in vitro del Cc durante la apoptosis en 
mamíferos, recientemente se han propuesto nuevas posibles funciones para el 
Cc durante la apoptosis. Mientras que algunos grupos sugieren que el Cc 
participa exclusivamente en la formación del apoptosoma y la activación de las 
caspasas (Solary et al., 2008), otros grupos han propuesto recientemente la 
translocación del Cc durante la apoptosis al núcleo (Nur-E-Kamal et al., 2004) y 
al retículo endoplásmico (Boehning et al., 2005), lo que abre la posibilidad a la 
existencia de nuevas funciones del Cc durante la apoptosis, aún no exploradas. 
La función desempeñada in vivo por los componentes conocidos de la ruta de 
señalización apoptótica – proteínas de la familia Bcl-2, caspasas, APAF1, etc. – 
ha sido determinada mediante análisis genéticos (Elmore, 2007). Sin embargo, 
esta misma aproximación no ha podido ser ampliamente aplicada en el caso 
del Cc, debido a su papel esencial en la respiración mitocondrial, con la 
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excepción de dos trabajos que conducen a resultados contradictorios (Li et al., 
2000; Vempati et al., 2007). En el año 2000, Li y colaboradores obtuvieron una 
línea celular mutante knockout para el Cc que mostraba resistencia a 
inductores de la ruta intrínseca, pero también una mayor sensibilidad a 
inductores de la ruta extrínseca. Sin embargo, Vempati y colaboradores 
demostraron, posteriormente, que la línea celular desarrollada por Li y 
colaboradores estaba expresando una isoforma testicular del Cc. Eliminando 
ambas isoformas del Cc observaron que la línea era resistente a ambos tipos 
de inductores, tanto de la ruta intrínseca como de la ruta extrínseca. Teniendo 
en cuenta el fenotipo del mutante knockout de Cc desarrollado por Vempati y 
colaboradores, resulta llamativo que en mutantes knockout de APAF1 la 
apoptosis transcurre normalmente, siendo APAF1 la única proteína con la que 
se ha descrito que el Cc interacciona durante la muerte celular (Marsden et al., 
2002; Shawgo et al., 2009). 
 
1.7. PCD en otros Organismos. Una Mirada Evolutiva 
 
1.7.1. Caenorhabditis elegans 
 
El concepto de suicidio celular fisiológico fue demostrado a nivel molecular por 
Horvitz y colaboradores (Horvitz, 1999), al demostrar que en C. elegans existe 
una ruta de señalización que controla la muerte celular de un grupo específico 
de neuronas durante el desarrollo, en la que encontramos reguladores tanto 
positivos como negativos (Hengartner, 1999; Horvitz, 1999; Liu y Hengartner, 
1999).  
En el caso de C. elegans la PCD es llevada a cabo por la caspasa CED-3. De 
forma similar a lo que sucede con todas las caspasas conocidas, CED-3 es 
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sintetizada como un zimógeno inactivo y su maduración implica un 
procesamiento autocatalítico. La autoactivación de CED-3 depende de la 
proteína adaptadora CED-4. En respuesta a un estímulo de muerte celular, 
CED-4 es liberada de un complejo inactivo formado por un homodímero 
asimétrico de CED-4 y una molécula de la proteína anti-PCD CED-9 (Yan et al., 
2004, 2005). Una vez liberada, CED-4 oligomeriza dando lugar a un complejo 
macromolecular, conocido como apoptosoma CED-4, el cuál recluta a CED-3, 
facilitando su activación autocatalítica (Yang et al., 1998; Yan et al., 2006). En 
la figura 17 se muestra una comparación de la ruta que controla la PCD en C. 
elegans y mamíferos. 
 
Figura 17. Comparación de la ruta de señalización apoptótica en C. elegans y mamíferos. 
En el caso de C. elegans un estímulo pro-apoptótico provoca la activación de Egl-1, que inhibe 
a CED-9, liberando a CED-4, que permite la activación de CED-3 y la activación de la 
respuesta apoptótica. En el caso de mamíferos, los miembros pro-apoptóticos de la familia Bcl-
2 inhiben a los anti-apoptóticos, permitiendo la salida de Cc y la activación de la apoptosis. 
Adaptada de Jiang y Wang, 2001. 
 
La proteína de mamíferos APAF1 es un homólogo de CED-4 (Zou et al., 1997), 
compartiendo ambas una serie de características. Ambas proteínas presentan 
un dominio de reclutamiento de caspasas (CARD, del inglés Caspase 
Recruitment Domain) en el extremo N-terminal, seguido de un motivo α/β de 
unión de nucleótidos, un dominio helicoidal pequeño (HD1), un dominio WHD y 
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un segundo dominio helicoidal (HD2) (Qi et al., 2010). CED-4, de modo similar 
a APAF1, oligomeriza y recluta a CED-3, homólogo a la caspasa-9 de 
mamíferos, mediando su activación autocatalítica. Pero a diferencia del 
apoptosoma de mamíferos, en el cual la presencia del Cc está bien descrita, en 
el caso de C. elegans el Cc no forma parte del apoptosoma, tal y como queda 
demostrado en la estructura del apoptosoma de C. elegans recientemente 
publicada (Qi et al., 2010). La figura 18 muestra una comparación del proceso 
de oligomerización de APAF1 o CED-4, para la activación de la caspasa 
iniciadora. 
 
Figura 18. Comparación de la ruta de activación del apoptosoma CED-4 (C. elegans) y 
APAF1 (H. sapiens). En el caso de C. elegans en condiciones apoptóticas, Egl-1 secuestra a 
CED-9, permitiendo así la liberación y oligomerización de CED-4, la cual recluta y activa a la 
proteasa CED-3, lo que conduce a la apoptosis. En el caso de H. sapiens, el Cc una vez en el 
citoplasma, interacciona con APAF1, promoviendo su oligomerización, dando lugar al 
apoptosoma, el cual recluta y activa a la caspasa-9, la cual activa a la caspasa-3, lo que 
conduce a la apoptosis. Adaptada de Qi et al., 2010 
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1.7.2. Drosophila melanogaster 
 
En el caso de D. melanogaster, frente a un estímulo apoptótico se ha 
demostrado que la proteína DARK (del inglés, Drosophila APAF1 Related 
Killer) sufre un proceso de oligomerización, de forma independiente de la 
actuación del Cc, dando lugar a un apoptosoma que actúa en la ruta intrínseca 
de muerte celular. Este complejo, al igual que sucede en mamíferos o C. 
elegans, es esencial para la mayor parte de los procesos de muerte celular que 
acontecen durante el desarrollo y para la apoptosis inducida por estrés 
(Kanuka et al., 1999; Rodríguez et al., 1999; Zhou et al., 1999; Mills et al., 
2006; Srivastava et al., 2007). Es interesante tener en cuenta que, desde un 
punto de vista estructural, DARK comparte las mismas características 
anteriormente expuestas para APAF1 y CED-4, pero a diferencia de CED-4 
ambas proteínas, DARK y APAF1, presentan las repeticiones WD40 (Yu et al., 
2006; Yuan et al., 2010), las cuales en el caso de APAF1 son las responsables 
de su interacción con el Cc. 
Durante la apoptosis en el caso de D. melanogaster, tras la oligomerización de 
Dark, la caspasa iniciadora Dronc se une al apoptosoma Dark mediante 
interacciones a través de sus dominios CARD-CARD (Dorstyn et al., 1999). 
Esta interacción supone un cambio conformacional en la pro-caspasa DRONC, 
que provoca su autoprocesamiento y, por lo tanto, su autoactivación, lo que le 
permite poder activar a la caspasa ejecutora DrICE, de modo que se produce la 
activación de una cascada proteolítica que finaliza con la muerte celular, de 




Figura 19. Comparación de la ruta de activación del apoptosoma DARK (D. 
melanogaster) y APAF1 (H. sapiens). En el caso de D. melanogaster, en condiciones 
apoptóticas se produce la oligomerización de DARK, lo cual parece independiente de Cc, 
dando lugar al apoptosoma que recluta a la proteasa DRONC, lo que conduce a la apoptosis. 
En el caso de H. sapiens, el Cc una vez en el citoplasma interacciona con APAF1, 
promoviendo su oligomerización, dando lugar al apoptosoma, el cual recluta y activa a la 
caspasa-9, que activa a la caspasa-3, lo que conduce a la apoptosis. Adaptada de Riedl y Shi, 
2004. 
 
Inicialmente, se pensó que el Cc podría estar implicado en el ensamblaje de 
DARK o en la activación de DRONC, pero datos más recientes sugieren que el 
Cc no es requerido para ninguno de estos fenómenos (Dorstyn et al., 2002; 
Dorstyn et al., 2004; Dorstyn y Kumar, 2008; Yu et al., 2006). Sin embargo, se 
ha demostrado que el Cc es necesario para la apoptosis en D. melanogaster, al 




A pesar de todo lo expuesto anteriormente, recientemente se ha publicado que 
un mutante knockout para el Cc distal de D. melanogaster manifiesta un 
profundo retraso de la apoptosis, lo que sugiere la existencia de un papel 
alternativo para el Cc en el desarrollo de la apoptosis en este organismo 
modelo (Arama et al., 2006).  
 
1.7.3. Plantas Superiores 
 
La PCD es un fenómeno fundamental tanto en plantas como en animales 
(Greenberg, 1996; Gilbert, 2001; Vianello et al., 2007). En el caso de plantas la 
PCD se encuentra implicada en un gran número de eventos esenciales durante 
el desarrollo, concretamente en la formación del xilema, la formación de la 
madera en árboles y plantas perennes, la abscisión de las hojas, la auto-
incompatibilidad y la respuesta de defensa a una gran variedad de patógenos y 
estreses de origen ambiental. 
Las investigaciones han permitido poner de manifiesto una serie de similitudes 
entre la PCD de animales y de plantas (Vianello et al., 2007) (Tabla 3). Por 
ejemplo, la liberación del Cc desde la mitocondria hacia el citosol es un evento 
clave de la apoptosis en mamíferos que también sucede en plantas (Balk et al., 
1999; Balk y Leaver, 2001).  
La implicación de la mitocondria en la PCD en plantas ha sido sugerida por 
diversos autores (Jones, 2000), y relacionada con la respuesta hipersensible 
(Lam et al., 2001). Aún así, los mecanismos de activación de la apoptosis que 
se han descrito en el caso de mamíferos no han podido ser verificados en 
plantas, debido a que en este caso la evidencia experimental es limitada y, en 
ocasiones, contradictoria. 
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 Animales Plantas 
Encogimiento celular 
Cuerpos apoptóticos 
Condensación de la cromatina 
Fragmentación nuclear 
Incremento del volumen mitocondrial 
Disipación del potencial de membrana mitocondrial 
Alto nivel de ATP 
Proteínas pro-apoptóticas 
Liberación de Cc 
Liberación de endonucleasas 
Caspasas 





























Tabla 3. Apoptosis animal versus PCD vegetal. Comparación de los principales eventos que 
se producen durante la apoptosis animal y la PCD vegetal. Adaptada de Vianello et al., 2007.  
 
1.7.3.1 Liberación de Citocromo c 
 
La señal más comúnmente utilizada para identificar a la mitocondria de plantas 
como un ejecutor de la PCD es la liberación de Cc. La primera evidencia de 
esta implicación fue proporcionada por Zhao y colaboradores (Zhao et al., 
1999), los cuales demostraron que la adición de Cc a extractos citoplásmicos 
de zanahoria inducía la degradación del ADN en núcleos purificados de ratón, 
la cual era prevenida al añadir inhibidores de caspasas. Posteriormente, la 
liberación de Cc en condiciones de PCD ha sido descrita en múltiples sistemas 
vegetales (Stein y Hansen, 1999; Hansen, 2000; García-Heredia et al., 2008). 
Adicionalmente, se ha puesto de manifiesto que la respuesta hipersensible 
inducida por harpina se encuentra asociada con una alteración de las funciones 
mitocondriales (Xie y Chen, 2000). Además, los pasos iniciales de la PCD en 
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plantas son estrés oxidativo, consumo de ATP, colapso del potencial de 
membrana mitocondrial y la liberación de Cc. 
 
1.7.3.2. Liberación de Endonucleasas 
 
En varios sistemas vegetales se he podido demostrar que durante la PCD se 
produce la activación de diferentes ADNasas y la sobreexpresión de genes de 
nucleasas (Sugiyama et al., 2000). Aunque la mayoría de la evidencia 
experimental muestra que la liberación del Cc está asociada con la 
fragmentación del ADN, la inducción de la actividad de endonucleasas durante 
la PCD sólo ha sido descrita en algunos casos (Stein y Hansen, 1999; Balk et 
al., 2003). 
 
1.7.3.3. Papel de la Mitocondria en la PCD Vegetal 
 
La regulación de la apoptosis de mamíferos está bajo el control de miembros 
pro- y anti-apoptóticos de la familia Bcl-2, algunos de los cuales están 
localizados en la mitocondria (Kaufmann y Hengartner, 2001). Sin embargo, 
resulta problemático extender este mecanismo a la PCD de plantas. La única 
evidencia experimental está asociada con la observación de que la expresión 
heteróloga de proteínas pro-apoptóticas de mamíferos (Bax) causa PCD en A. 
thaliana, mediante un mecanismo que puede ser reprimido mediante la 
sobreexpresión del inhibidor 1 de Bax (BI-1) (Bolduc y Brisson, 2002; Kawai-
Yamada et al., 2004). 
Sin embargo, aparte de las posibles similitudes que la PCD vegetal presenta 
con la apoptosis animal, lo que está claro es que existen numerosos 
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reguladores de PCD específicos de plantas, entre los que se encuentran las 
principales hormonas vegetales (Hoeberichts y Woltering, 2002) (Figura 20).  
 
 
Figura 20. Modelo de la ruta de señalización de PCD en plantas. Ante un estímulo de PCD, 
se produce un aumento en los niveles de ROS, sobre el cual actúan los antioxidantes de forma 
negativa, pero también las hormonas vegetales, tanto de forma negativa (ácido pasmónico (JA) 
o ácido abscísico (ABA)) como de forma positiva (etileno (ET), ácido salicílico (SA) o las 
giberelinas (GA)). El aumento de ROS conduce a la PCD, aunque también señaliza a nivel de 
la mitocondria promoviendo la liberacion de Cc, aunque el papel que desempeña el Cc en el 
desarrollo de la PCD aún permanece por esclacerer. Adaptada de Hoeberichts y Woltering, 
2002. 
 
En el caso de la PCD vegetal parece que la señalización mediante especies 
reactivas de oxígeno (ROS) directa o indirectamente interacciona con otras 
rutas de señalización celular basadas en hormonas, tales como el ácido 
salicílico, el ácido jasmónico o el etileno, siendo la interacción y el balance 
entre todos estos procesos lo que determina si una célula vegetal vive o muere 
(Overmeyer et al., 2003). 
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1.8. Objetivos de la Tesis Doctoral 
 
Como objetivo de la tesis, se decidió estudiar la posible conservación evolutiva 
del papel del Cc durante la PCD, tanto en su activación como en su progresión. 
Para ello se tomaron como organismos modelo H. sapiens y A. thaliana, 
estando en ambos casos descritos el proceso de PCD, aunque sólo en el caso 
de humanos ha sido descrita una función para el Cc. En el caso de mamíferos, 
como se explicó anteriormente, el Cc, una vez liberado de la mitocondria, 
induce la oligomerización junto al dATP de APAF1, permitiendo la formación 
del apoptosoma, encargado de la activación de las caspasas, lo que conduce a 
la apoptosis. 
Con este objetivo se emplearon los Cc procedentes de ambos organismos para 
aislar sus posibles dianas en condiciones de PCD mediante cromatografía de 
afinidad, identificando estas dianas posteriormente mediante espectrometría de 
masas. 
En segundo lugar se decidió estudiar la interacción de ambos Cc con sus 
dianas, previamente identificadas in vitro, para lo cual se empleó la 
Complementación Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC, del inglés 
Bimolecular Fluorescence Complementation). El BiFC es una técnica basada 
en la reconstitución de una proteína fluorescente (por ej. YFP, del inglés, 
Yellow Fluorescent Protein), lo que permite el estudio de la interacción entre 
proteínas. Para ello, las dos proteínas cuya interacción será objeto de estudio 
se fusionan a las dos mitades de la proteína fluorescente (por ej. C-YFP 
(fragmento C-terminal de la YFP) y N-YFP (fragmento N-terminal de la YFP)). 
Finalmente, la interacción de las dos proteínas se determina mediante la 





Figura 21. Esquema del funcionamiento del BiFC. La interacción de dos proteínas, cada una 
de ellas fusionada a una mitad de la YFP (C-YFP o N-YFP), permite la reconstitución de la 
YFP, la cual emite luz a 525-575 nm al ser excitada con luz a 480-525 nm. Esto permite 
estudiar in vivo la interacción entre proteínas a través de la reconstitución de la fluorescencia 
de la YFP. 
 
En tercer lugar se planteó determinar el grado de conservación del Cc, 
analizando para ello por medio de la técnica BiFC la capacidad del Cc humano 
para interaccionar con las dianas identificadas para el Cc de A. thaliana y 
viceversa. 
En cuarto lugar, se emplearon técnicas de DOCKING para analizar in silico los 
posibles complejos que se forman entre el Cc de H. sapiens y aquellas dianas 
cuya estructura tridimensional había sido resuelta, estando por lo tanto 
disponibles sus archivos de coordenadas PDB (del inglés, Protein Data Bank). 
A partir de estos modelos se pudieron diseñar mutantes con el objetivo de 
alterar tanto la interacción como la función. 
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Finalmente, se tomaron como modelos dos de las dianas del Cc de H. sapiens, 
nucleofosmina (NPM, del inglés Nucleophosmin) y parvalbumina (PVALB, del 
inglés Parvalbumin). En la literatura está descrita que la sobreexpresión de 
ambas dianas es capaz de evitar la apoptosis, por lo que se analizó si la 
sobreexpresión de estas dianas en conjunto con el Cc, tanto en su forma 
silvestre como los mutantes diseñados en base a los datos obtenidos mediante 




























































“It ain't what you don't know that gets you into trouble. 



























2.1. Organismos y Condiciones de Cultivo 
 
2.1.1. Escherichia coli 
 
Se emplearon dos estirpes de E. coli durante la realización de esta tesis, DH5α 
(Hanahan, 1983) para mutagénesis dirigida, propagación de plásmidos y 
ligación, y BL-21 (DE3) (Studier y Moffatt, 1986) para la expresión de Cc 
respiratorio. En la Tabla 4 se muestran los genotipos de las estirpes usadas. 
 
NOMBRE GENOTIPO REFERENCIA 
DH5α F
- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 
Φ80dlacZΔM15 Δ(87acaya-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ– 
Hanahan, 1983 
BL-21 (DE3)  F
– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 




Tabla 4. Genotipo de las distintas estirpes de E. coli empleadas. Distintas estirpes de E. 
coli usadas en esta tesis tanto para la expresión de proteínas (BL-21 (DE3)) como para las 
aproximaciones de biología molecular (DH5α). 
 
Para el crecimiento de las distintas estirpes de E. coli, tanto en medio sólido 
como en medio líquido, se empleó el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 
1989), con la siguiente composición: 10 g L-1 de cloruro sódico, 10 g L-1 de 
triptona y 5 g L-1 de extracto de levadura. El medio LB se suplementó con 6 mg 
L-1 de citrato de hierro-amonio (Citrato-Fe(III)-NH4) cuando fue empleado para 
la producción de Cc respiratorio. El medio sólido se preparó añadiendo 15 g L-1 
de agar al medio LB. 
Los antibióticos empleados para la propagación de los plásmidos se 
esterilizaron mediante filtración, y se emplearon a las concentraciones finales 
que se indican a continuación: 
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   Ampicilina (Ap)  100 µg L-1 
   Cloranfenicol (Cm)    12 µg L-1 
 
Las células en medio líquido se cultivaron en tubos de 10 mL, con 5 mL de 
medio, para la obtención de plásmidos, o en matraces Erlenmeyer de 50 mL, 
con 20 mL de medio, para la preparación de preinóculos para la expresión de 
proteínas. 
Todos los medios fueron esterilizados en un autoclave (Labo Autoclave, Sanyo) 
a 120 ºC de temperatura y 1 atmósfera de sobrepresión durante 20 minutos. 
 
2.1.2. Células de Arabidopsis thaliana 
 
Para la obtención de extractos de A. thaliana, tanto en condiciones 
homeostáticas como tras inducir PCD, se emplearon células de la línea MM2d, 
ecotipo Landsberg erecta (Bayer Bioscience N.V.), que crecen en forma de 
callos cuando se cultivan en medio sólido (Figura 22, izquierda). A partir de los 
callos se pueden obtener cultivos en suspensión mediante la escisión con 
bisturí de pequeños fragmentos, que se añaden al medio líquido (Figura 22, 
derecha). 
 
Figura 22. Cultivos de células MM2d de Arabidopsis thaliana. Callos de de A. thaliana 
cultivados en placas de medio MS (izquierda). Matraz con células de A. thaliana en medio 
líquido (derecha). 
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Las células en medio líquido se cultivaron bajo iluminación continua obtenida a 
partir de lámparas fluorescentes de luz blanca (50 µEinsteins m-2 s-1), en un 
agitador a 100 rpm a 25 ºC, en medio MS modificado (Murashige y Skoog, 
1962), con la siguiente composición: 
 
 Nitrato de amonio (NH4NO3)     1,65       g L-1 
 Ácido bórico (H3BO3)         6,2    mg L-1 
 Cloruro de calcio (CaCl2·H2O)            440    mg L-1 
 Cloruro de cobalto (CoCl2·6H2O)                    0,025     mg L-1 
           Sulfato de magnesio (MgSO4·7H2O)          370      mg L-1 
 Sulfato de cobre (CuSO4·5H2O)                    0,0025   mg L-1 
 Fosfato de potasio (KH2PO4)                               170       mg L-1 
 Sulfato de manganeso (MnSO4·4H2O)                  22,3       mg L-1 
 Yoduro de potasio (KI)                                   0,83      mg L-1 
 Molibdato de sodio (Na2MoO4·2H2O)                0,25      mg L-1 
 Sulfato de zinc (ZnSO4·7H2O)                         8,6      mg L-1 
 Sacarosa                                                               30             g L-1 
 Kinetina                                                          50         µg mL-1 
 Ácido naftalénico       500        µg mL-1 
 Cefotaxime                                                         0,2     mg mL-1 
 Penicilina        0,2     mg mL-1 




El medio MS se esterilizó en autoclave como se describió anteriormente. Por su 
parte, la kinetina, el ácido naftalénico, la penicilina y el cefotaxime se 
esterilizaron mediante filtración y fueron añadidos al medio una vez enfriado. 
Los cultivos se refrescaban cada 7 días, durante la fase de crecimiento 
exponencial, mediante una dilución 1:10 en medio fresco. Para los 
experimentos se usaron cultivos con una concentración de clorofila de 
aproximadamente 1,5-2 µg mL-1. 
 
2.1.3. Células de Homo sapiens 
 
Para los experimentos de inducción de apoptosis, así como para la obtención 
de los extractos, tanto en condiciones homeostáticas como en condiciones 
apoptóticas, se usaron células humanas Jurkat (linfoblásticas), que crecen 
tanto en medio líquido como en cultivos en suspensión. 
Las células Jurkat humanas fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (PAA), 
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (PAA) inactivado por calor (30 
minutos a 55 ºC), L-glutamina 2 mM (GIBCO), 100 unidades mL-1 de 
estreptomicina (GIBCO) y 100 µg mL-1 de penicilina (GIBCO), a 37 ºC en una 
atmósfera húmeda con 5 % CO2 / 95 % aire. Las células fueron crecidas 
exponencialmente como monocapas confluentes en frascos de 645 mL (Nunc), 
refrescando el medio cada 48 horas, mediante una dilución 1:10 en medio 





Figura 23. Cultivo de células Jurkat. Células Jurkat creciendo en medio líquido RPMI-1640. 
Frasco de cultivo (izquierda) e imagen de microscopía en campo claro (derecha). 
 
Las células humanas embrionarias de riñón (HEK293T), empleadas para los 
ensayos de BiFC, fueron crecidas en medio DMEM (PAA) suplementado con L-
glutamina 2 mM (GIBCO), 100 unidades mL-1 de estreptomicina (GIBCO), 100 
µg mL-1 de  penicilina (GIBCO) y un 10 % de suero fetal bovino (PAA) 
inactivado térmicamente, a 37 ºC en una atmósfera húmeda de 5 % CO2 / 95 % 
aire (Figura 24). Cuando se emplearon para microscopía de fluorescencia, las 
células HEK293T crecieron hasta un 80 % de cofluencia en placas de 24 




Figura 24. Cultivo de células HEK293T. Células HEK293T creciendo en medio líquido 




Figura 25. Cultivo de células HEK293T para experimentos de microscopía. Placas de 24 
pocillos empleadas para el creciemiento de células HEK293T para la realización de 
experimentos de microscopía. 
 
2.1.4. Métodos para la Recolección de Células 
 
Las células de E. coli se recogieron mediante centrifugación en una centrífuga 
preparativa refrigerada (Avanti J-25, Beckman-Coulter) a 20.000 g durante 2 
minutos, o bien en una microcentrífuga Eppendorf a 13.000 g durante 3 
minutos, en función del volumen de cultivo. 
Las células humanas se recogieron también mediante centrifugación, pero en 
este caso a 1.500 g durante 2 minutos, mientras que las células de A. thaliana 
se recogieron a 2.000 g durante 5 minutos, utilizando en estos casos una 
centrífuga de mesa (Megafuge 1.0, Heraeus) para tubos de 15 y 50 mL. 
 
2.2. Métodos de Biología Molecular 
 
2.2.1. Aislamiento de ADN Plasmídico 
 
El aislamiento de ADN plasmídico se realizó mediante el método de lisis 
alcalina (Birnboim y Doly, 1979), usando para ello el sistema comercial 
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“FastPlasmid Mini Kit” (Eppendorf) o “FavorPrep Plasmid DNA Extraction Mini 
Kit” (FAVORGEN) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
 
2.2.2. Transformación de Células de Escherichia coli 
  
La preparación de células competentes de E. coli fue realizada por el Servicio 
de Cultivos del Instituto de Bioquímica Vegetal y Fotosíntesis (IBVF) según el 
método descrito en 1985 por Hanahan. 
Las células competentes transformables por medio de choque térmico (por ej. 
DH5α) se transformaron incubando el ADN plasmídico con una alícuota de 
células competentes previamente descongeladas en hielo. Tras 15 minutos de 
incubación en hielo, la suspensión celular se sometió a un choque térmico de 
42 ºC durante 100 segundos, incubándose nuevamente a temperatura 
ambiente durante 6 minutos. Posteriormente se añadió 1 mL de LB a la 
suspensión celular, incubándose durante 30 minutos a 37 ºC. Por último las 
células se sembraron en placas de medio LB sólido con el antibiótico adecuado 
para la selección de transformantes, recogiéndose las placas a las 16 horas de 
incubación. 
Cuando se emplearon células transformables por electroporación (por ej. BL-21 
(DE3)), el ADN transformante se mezcló con una alícuota de células 
competentes descongeladas de la misma manera. Posteriormente, la 
suspensión de ADN y celulas se sometió a una descarga eléctrica de 2.500 V, 
tras lo que se añadió 1 mL de LB sin antibióticos, incubando las células durante 
1 hora a 37 ºC, para permitir la expresión del gen de resistencia. Finalmente, 
las células se inocularon en matraces con 10-50 mL de LB suplementado con 
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los antibióticos apropiados, dejándolas crecer durante 16 horas a 37 ºC y 150 
rpm. 
 
2.2.3. Diseño de Oligonucleótidos 
 
En la realización de este trabajo se han empleado dos tipos de 
oligonucleótidos, unos diseñados para mutagénesis dirigida y otros para la 
amplificación de secuencias concretas a partir de ADN plasmídico. Cuando los 
oligonucleótidos eran diseñados para mutagénesis dirigida se tuvieron en 
cuenta los siguientes requisitos: 
 
 1.- Los dos oligonucleótidos deben presentar la misma mutación, siendo 
complementarios entre sí, hibridando entre ellos en las mismas posiciones. 
2.- Los oligonucleótidos fueron diseñados, normalmente, con unas 25 
bases. 
 
3.- La temperatura de fusión (Tm, del inglés melting temperature) debe 
de estar entre 75-80 ºC. Este valor se calcula usando la siguiente fórmula: 
 
  Tm = 81,5 + 0,41 x (% GC) – 675/N, 
 
donde % GC indica el porcentaje de guaninas y citosinas y N es la longitud en 
pares de bases (bp) del oligonucleótido. 
 
4.- Es recomendable que la mutación que se quiere introducir se localize 
centrada dentro del oligonucleótido, con unas 10-15 bases a cada lado, 
flanqueando la mutación. 
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 5.- El contenido en G-C de los oligonucleótidos debe de oscilar entre el 
40-60 %. Aquellos oligonucleótidos que presenten un contenido menor en G-C 
deben diseñarse de mayor longitud para conseguir una Tm óptima. 
 
Por otra parte, cuando los oligonucleótidos eran diseñados para la 
amplificación de secuencias concretas a partir de ADN plasmídico, se tuvieron 
en cuenta los siguientes requisitos: 
 
 1.- Los oligonucleótidos eran diseñados con unas 30 bases de longitud, 
introduciendo en el extremo 5’ las dianas de restricción apropiadas, para su 
posterior clonación en otro vector. 
 
 2.- Antes de las dianas de restricción es recomendable introducir 3-5 
bases para facilitar la función de la enzima de restricción. 
 
2.2.4. Reacción en Cadena de la Polimerasa 
 
Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain 
Reaction) llevadas a cabo en este trabajo fueron realizadas usando la 
polimerasa AccuSure (NEB) y un termociclador MJ Mini (BioRad).  
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 µL que 
contenía 1 unidad de la polimerasa AccuSure (NEB), 5 µL del tampón 10x de la 
polimerasa, unos 50 ng de ADN molde, 2,2 mM de cada desoxinucleótido 
trifosfato (dNTP), 1 µM de cada oligonucleótido (SIGMA) y H2O miliQ hasta 
completar los 50 µL. 
La reacción de PCR consistió en 1 minuto a 95 ºC para la activación de la 
enzima, 30 ciclos de 1 minuto de desnaturalización a 95 ºC, 1 minuto de 
hibridación a 55 ºC y 12 minutos de polimerización a 72 ºC. La reacción finalizó 
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con 10 minutos a 72 ºC para permitir la elongación de todas las cadenas de 
ADN. 
En el caso de PCR mutagénicas, una vez finalizada la reacción de PCR se 
procedió a la degradación del ADN molde, usando para ello la enzima de 
restricción DpnI (NEB). Esta enzima se caracteriza por ser capaz de reconocer 
y cortar específicamente las secuencias GAm↓TC, donde la A se encuentra 
metilada, algo que sólo sucede en el ADN molde procedente de E. coli y no en 
el ADN generado durante la reacción de PCR in vitro. Para ello, al producto de 
la PCR se le añadieron 0,5 µL de DpnI (10 unidades µL-1) y se incubó al menos 
durante 1 hora a 37 ºC. 
Por otro lado, si la reacción de PCR iba destinada a la amplificación de 
fragmentos de ADN para su posterior clonación en otros vectores, una vez 
finalizada la PCR se realizaba una electroforesis en gel de agarosa al 1 % para 
purificar la banda de interés (ver apartado 2.2.6, Materiales y Métodos). Para la 
recuperación de la banda de ADN de interés embebida en agarosa se empleó 
el kit “FavorPrep Gel/PCR DNA Extraction Kit” (FAVORGEN). 
 
2.2.5. Clonación de los Productos de PCR 
 
La clonación de los fragmentos amplificados mediante PCR se realizó 
mediante ligación. Para ello, tanto los productos de PCR como el plásmido 
fueron digeridos con las enzimas apropiadas. Con este objetivo, 1 µg de ADN 
se mezcló con 0,3 µL de cada una de las dos enzimas de restricción, 1 µL del 
tampón de reacción de las enzimas de restricción y H2O miliQ hasta completar 
los 10 µL del volumen de reacción final. Tras 3 horas de digestión a la 
temperatura requerida por las enzimas de restricción, se procedió a la 
Materiales)y)Métodos! 97!!
purificación del ADN mediante el kit “FavorPrep Gel/PCR Purification Mini Kit” 
(FAVORGEN). 
Tras esto se procedió a la clonación de los productos de PCR en los vectores 
apropiados, usando el siguiente protocolo de ligación en un volumen final de 10 
µL, que contenía: 3 µL de producto de PCR digerido, 1 µL de ADN plasmídico 
digerido,  1 unidad de la ligasa de ADN del bacteriófago T4 (ROCHE), 1 µL del 
tampón 10x de la ligasa y H2O miliQ hasta completar los 10 µL. La reacción de 
ligación se llevó a cabo a 25 ºC durante toda la noche. 
Finalmente, con el objetivo de seleccionar la construcción con el inserto 
apropiado, la reacción de ligación se empleó para la transformación de células 
DH5α de E. coli (ver apartado 2.2.2, Materiales y Métodos). Esta suspensión 
celular se sembró en placas de LB suplementadas con el antibiótico adecuado 
y se dejaron crecer a 37 ºC durante toda la noche. Posteriormente, se picaron 
algunas colonias en 5 mL de LB suplementado con antibióticos dejándolas 
crecer a 37 ºC y 200 rpm durante 16 horas, para finalmente extraer el ADN 
plasmídico y analizarlo por restricción, comprobando la presencia del inserto 
mediante electroforesis en gel de agarosa y secuenciación (ver apartados 2.2.6 
y 2.2.7, Materiales y Métodos). 
 
2.2.6. Electroforesis de ADN en Geles de Agarosa 
 
La separación de fragmentos de ADN, tanto para comprobar la presencia de un 
inserto en un vector tras una ligación como para la purificación de un producto 
de PCR, se realizó según el método descrito por Sambrook et al. (1989), 
basado en el uso de geles de agarosa al 1 % (p/v), preparados en tampón TBE 
(Tris-borato 90 mM, pH 8,0, EDTA 2 mM) diluido al 50 %, añadiendo bromuro 
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de etidio a una concentración final de 1 µg mL-1. El bromuro de etidio permite la 
visualización de ADN, al intercalarse en el ADN de doble cadena y emitir 
fluorescencia tras ser irradiado con luz ultravioleta. Las electroforesis se 
realizaron a 50 V usando para ello el sistema ADN Sub Cell (BioRad). A cada 
muestra se le añadió tampón de carga a una relación 1/10 (0,25 % (p/v) de  
azul de bromofenol, 0,25 % (p/v) de xileno-cianol y 30 % (p/v) de  glicerol en 
H2O destilada). Para la determinación de los tamaños de los fragmentos de 
ADN sometidos a electroforesis se emplearon indistintamente el marcador VII 
(ROCHE) o el marcador 2-Log (NEB). 
 
2.2.7. Secuenciación de ADN 
 
La determinación de las secuencias de ADN se realizó en el servio de 
secuenciación del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO, 
Madrid), usando para ello los oligonucleótidos genéricos M13F, M13R o T7 en 
función del plásmido utilizado. 
 
2.3. Obtención de los Mutantes de Citocromo c  
 
2.3.1. Obtención de los Mutantes A111C y E104C 
 
Los plásmidos pCytA y pCytH (Rodríguez-Roldán et al., 2006), los cuales 
contienen las regiones codificantes del Cc de A. thaliana o de H. sapiens, 
respectivamente, fueron empleados para obtener mediante PCR mutagénica 
los mutantes A111C o E104C, respectivamente. Para ello, mediante PCR 
mutagénica, se reemplazó por una cisteína la alanina carboxi-terminal en el Cc 





Figura 26. Secuencia de los mutantes de Cc A111C y E104C. La cisteína carboxi-terminal 
introducida en ambos casos mediante PCR mutagénica se resalta en color rojo. 
 
Los oligonucleótidos usados para la obtención de ambas variantes fueron en el 
caso de A. thaliana 5’-gaaggcacctgttgatgaattc-3’ y 3’-cttccgtggacaactacttaag-5’ 
y en el caso de H. sapiens: 5’-gcgaccaattgctgatgaattc-3’ y                                
3’-cgctggttaacgactacttaag-5’. 
 
2.3.2. Expresión y Purificación de los Mutantes A111C y E104C 
 
Ambas variantes de Cc, A111C y E104C, se expresaron y purificaron mediante 
cromatografía de intercambio iónico, usando para ello una columna de 
carboximetil- celulosa (SIGMA), como se ha descrito previamente (Rodríguez-
Roldán et al., 2006).  
Para ello, células competentes BL21 se transformaron con el vector pEC86 
(Arslan et al., 1989), el cual contiene el operón ccm responsable de la síntesis 
e incorporación del grupo hemo en la cadena polipeptídica, y el vector pE104C 
o pA111C, dependiendo de que se quisiera expresar el Cc de H. sapiens o de 
A. thaliana, repectivamente. Las células transformadas se inocularon en un 
matraz de 50 mL con 20 mL de LB suplementado con cloranfenicol y 
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ampicilina, el cual se cultivó a 150 rpm y 37 ºC durante 16 horas. Tras esto, se 
inocularon 3 mL de este preinóculo en matraces de 5 L conteniendo 3 L de LB, 
suplementado con cloranfenicol, ampicilina y citrato de hierro-amonio. 
Transcurridas 24 horas, las células se recogieron mediante centrifugación (ver 
apartado 2.1.4, Materiales y Métodos), y se resuspendieron en un volumen 
mínimo de H2O destilada, conteniendo 1 mM de inhibidores de proteasas 
(benzamidina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y ácido amino-caproico) y 
1 U de ADNasa I (SIGMA), rompiéndose las células mediante sonicación. 
Los extractos celulares se sometieron a centrifugación a 24.000 rpm durante 20 
minutos para eliminar restos celulares. El sobrenadante se puso en borato 1,5 
mM, pH 8,5, usando para ello borato 15 mM, pH 8,5, ajustando finalmente el 
pH del extracto celular. El extracto se cargó en una columna de carboximetil-
celulosa equilibrada en borato 1,5 mM, pH 8,5. Una vez pasado todo el 
extracto, la columna se lavó con 2 volúmenes del mismo tampón, eliminando 
de este modo las proteínas no unidas a la matriz. Finalmente, la elución del Cc 
se realizó con el mismo tampón usando un gradiente contínuo de NaCl 25-250 
mM en el caso de A111C, o NaCl 36-360 mM en el caso de E104C. Las 
fracciones se recogieron usando un colector FRAC-100 (Pharmacia), en 
volúmenes de 2-5 mL. 
La pureza de las distintas fracciones se determinó de forma 
espectrofotométrica en un espectrofotómetro de haz simple DU 650 (Beckman-
Coulter), usando para ello cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Se 
consideraron como puras aquellas fracciones con una relación de pureza igual 
o menor que 1, medida como Abs278nm/Abs550nm. La determinación de la 
concentración de ambos citocromos se realizó usando sus respectivos 
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coeficientes de extinción, 31,81 mM-1 cm-1 en el caso del Cc de A. thaliana y 
31,54 mM-1 cm-1 en el caso del Cc de H. sapiens (Rodríguez-Roldan et al., 
2006). 
 
2.4. Métodos de Estudio de Apoptosis en Células Jurkat 
 
2.4.1. Inducción de Apoptosis 
 
Cultivos de células Jurkat en fase exponencial de crecimiento (ver apartado 
2.1.3, Materiales y Métodos) fueron empleados para la inducción de apoptosis 
con camptotecina (CPT, Calbiochem) 10 µM durante 6 horas (Johnson et al., 
1997), de modo que estuviéramos seguros que el Cc había sido liberado desde 
la mitocondria hacia el citosol (Goldstein et al., 2000). 
 
2.4.2. Determinación de Apoptosis Mediante Tinción con DAPI 
 
Células Jurkat tratadas o no tratadas con CPT 10 µM fueron recogidas 
mediante centrifugación a 1.000 g durante 5 minutos, resuspendidas en 
tampón PBS conteniendo 500 ng mL-1 de DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol) e 
incubadas en este tampón durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Las células fueron examinadas usando un microscopio de fluorescencia 
Olympus BX60 equipado con un filtro específico para DAPI, y las células 
apoptóticas fueron identificadas por la presencia de cuerpos apoptóticos 
densamente teñidos (Han et al., 2001). Para la determinación del porcentaje de 
células apoptóticas en cada caso se contaron al menos 500 células, realizando 






2.4.3. Determinación de Apoptosis Mediante Citometría de Flujo 
 
Las células Jurkat, tratadas o no tratadas con CPT 10 µM, fueron recogidas 
mediante centrifugación y fijadas con etanol al 70 % durante 1 hora. Tras esto, 
las células fueron recogidas de nuevo por centrifugación, resuspendidas en 
una solución de yoduro de propidio (Nicoletti et al., 1991), incubadas a 37 ºC 
durante 1 hora y analizadas mediante citometría de flujo, usando para ello un 
citómetro de flujo Becton-Dickinson FACS Vantage. Las células con un 
contenido de ADN inferior al normal en la fase G1 fueron consideradas 
apoptóticas. 
 
2.4.4. Ensayo de Fragmentación de ADN 
 
Tras inducir apoptosis con CPT 10 µM en células Jurkat a diferentes tiempos 
(0, 3, 6 y 24 horas) se realizó un ensayo para detectar la fragmentación en 
forma de escalera del ADN genómico, típica del proceso de apoptosis, tal y 
como se ha descrito anteriormente en la literatura (Liu et al., 1996). En 
resumen, las células fueron recogidas por centrifugación a 1.000 g durante 5 
minutos, lavadas dos veces en PBS, recogidas nuevamente por centrifugación 
e incubadas durante toda la noche a 37 ºC con 500 µL de tampón D (100 mM 
Tris-HCl (pH 8,5), 5 mM EDTA, 0,2 M NaCl, 0,2 % (p/v) SDS, y 0,2 mg mL-1 de 
proteinasa K). Posteriormente, se añadió NaCl 1,5 M y los restos celulares se 
eliminaron mediante centrifugación a 12.000 g durante 15 minutos. El ADN en 
el sobrenadante fue precipitado con un volumen igual de etanol al 100 %, 
centrifugando a 12.000 g durante 10 minutos. El ADN fue posteriormente 
lavado con etanol al 70 % e incubado durante 2 horas a 37 ºC en el tampón E 
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(10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA y 100 µg mL-1 de ARNasa A libre de 
ADNasa). Finalmente, el ADN fue cargado en un gel al 2 % (p/v) de agarosa 
(ver apartado 2.2.6, Materiales y Métodos) y la electroforesis fue realizada a 50 
V durante 2 horas en tampón TBE. 
 
2.4.5. Ensayo de Viabilidad Celular 
 
La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de exclusión de azul 
Trypan. Para ello, células Jurkat tratadas o no con CPT 10 µM durante tiempos 
variables (0, 3, 6, 10 y 24 horas) fueron recogidas mediante centrifugación a 
1.000 g durante 5 minutos. Las células fueron posteriormente resuspendidas 
en azul Trypan (SIGMA) y contadas usando un hemocitómetro. El porcentaje 
de viabilidad de las células Jurkat se obtuvo dividiendo el número de células 
viables (no teñidas con azul Trypan) por el número de células totales. 
 
2.5. Métodos de Estudio de PCD en Células de Arabidopsis 
thaliana 
 
2.5.1. Inducción de PCD 
 
La muerte celular en cultivos de A. thaliana se indujo como anteriormente se ha 
descrito en la literatura (De Pinto et al., 2006) en cultivos de células en 
suspensión de la línea MM2d de A. thaliana, crecidos como se explicó 
anteriormente (ver apartado 2.1.2, Materiales y Métodos). En resumen, un 
cultivo estacionario de células MM2d de A. thaliana fue diluido 5/100 (v/v). Tras 
tres días creciendo en condiciones normales se añadió H2O2 35 mM como 




2.5.2. Medida de Viabilidad Celular 
 
La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de exclusión de azul 
Trypan, tal y como se ha descrito con anterioridad (De Pinto et al., 1999). Para 
los análisis de viabilidad celular, se tomaron muestras de 1 mL de los cultivos 
líquidos de células MM2d de A. thaliana a diferentes tiempos, tras lo cuál se 
diluyeron alícuotas de 15 µL de cultivo celular 1:1 con azul Trypan (SIGMA). La 
suspensión celular se incubó 10 minutos a temperatura ambiente, antes de su 
visualización usando un microscopio de fluorescencia Olympus BX60. La 
determinación de la viabilidad celular se llevó a cabo mediante la realización 
aleatoria de fotografías, para el posterior conteo de entre 400-500 células. 
 
2.5.3. Seguimiento de los Cambios Morfológicos 
 
Para el seguimiento de los cambios morfológicos asociados al proceso de PCD 
en plantas (por ej. condensación de la cromatina o condensación del 
citoplasma), se procedió a la tinción con DAPI. Para ello se tomaron muestras a 
diferentes tiempos, que se incubaron con DAPI a una concentración final de 5 
µg mL-1. Esta tinción permite detectar la condensación de la cromatina en las 
células muertas, la cual aparece como una intensa fluorescencia azul a 461 nm 
al iluminar a 358 nm. 
 
2.5.4. Determinación de la Concentración de Proteína y Clorofila 
 
El contenido de proteína total de los extractos se realizó siguiendo la 
modificación del método de Lowry (Markwell et al., 1978), usando albúmina de 
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suero bovina (BSA) como patrón y midiendo la absorbancia de las muestras a 
750 nm. 
La determinación de clorofila se realizó según el método propuesto por 
MacKinney en 1941. Para ello se tomaron muestras de 1 mL a distintos 
tiempos y por triplicado. Tras recoger las células mediante centrifugación a 
12.000 g durante 1 minuto, el precipitado celular se resuspendió en 1 mL de 
metanol, incubando la mezcla durante 5 minutos. Tras esto se precipitaron los 
restos celulares mediante centrifugación, se midió la absorbancia de las 
muestras a 665 nm, tras realizar el blanco con metanol, y se determinó la 
concentración de clorofila usado como coeficiente de extinción 13,43 µg-1 cm-1 
mL (MacKinney, 1941). 
 
2.6. Preparación de Extractos para Cromatografía de Afinidad 
 
2.6.1. Células Jurkat  
 
Los extractos totales de células Jurkat, tratados o no con CPT 10 µM, 
necesarios para los ensayos de cromatografía de afinidad fueron preparados a 
partir de 1,8 L de cultivo de células (ver apartados 2.1.3 y 2.4.1, Materiales y 
Métodos). En ambos casos, las células se recogieron mediante centrifugación 
a 1.000 g durante 5 minutos, lavándolas dos veces en PBS. Las células fueron 
recogidas nuevamente mediante centrifugación y lisadas mediante sonicación 
en tampón I (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 50 mM NaCl, 0,25 % (p/v) Triton X-100) 
conteniendo PMSF 1 mM, 10 µg mL-1 de aprotinina, 10 µg mL-1 de leupeptina y 
10 µg mL-1 de inhibidor de la tripsina de soja. Posteriormente, los restos 
celulares se eliminaron mediante centrifugación a 20.000 g durante 30 minutos 
106) Jonathan)Martínez)Fábregas!!
a 4 ºC. Finalmente la muestra se alicuoteó y las alícuotas resultantes se 
almacenaron a -80 ºC. 
 
2.6.2. Células MM2d de Arabidopsis thaliana 
 
Los extractos totales de A. thaliana para realizar los análisis de cromatografía 
de afinidad, a partir de células tratadas con H2O2 35 mM o no tratadas, se 
prepararon a partir de 0,5 L de cultivo de células (ver apartados 2.1.2 y 2.5.1, 
Materiales y Métodos). En ambos casos, las células fueron recogidas mediante 
centrifugación a 1.000 g durante 5 min, lavadas dos veces con PBS y 
recogidas nuevamente por centrifugación. Tras esto las células se 
resuspendieron y se lisaron mediante sonicación en tampón I. Posteriormente, 
los restos celulares se eliminaron mediante centrifugación a 20.000 g durante 
30 minutos a 4 ºC. Las muestras resultantes se alicuotearon y se almacenaron 
a -80 ºC. 
 
2.7. Cromatografía de Afinidad: Identificación de Nuevas 
Dianas del Citocromo c 
 
2.7.1. Montaje de las Columnas para la Cromatografia de Afinidad 
 
Las columnas para llevar a cabo la identificación de nuevas dianas, tanto del 
Cc de A. thaliana como del Cc de H. sapiens, mediante cromatografía de 
afinidad se prepararon uniendo covalentemente A111C o E104C a la matriz de 
tiol-sefarosa 4B (TS-4B, Pharmacia), respectivamente, como se ha descrito 
anteriormente (Azzi et al., 1982). En resumen, 30 mg de A111C o E104C en 
tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) pretratado con DTT 1 mM para eliminar los 
puentes disulfuro intermoleculares, se añadieron a una suspensión de 4 mL de 
Materiales)y)Métodos! 107!!
TS-4B (1 g) en el mismo tampón. La suspensión se incubó durante toda la 
noche a 4 ºC en agitación, tras lo que se cargó en una columna de 
cromatografía Poly-Prep (Biorad). Posteriormente, la matriz se lavó usando 5 
mL de acetato-sódico 50 mM y 2-mercaptoetanol 1,5 mM (pH 4,5) para 
bloquear los grupos tioles que no habían reaccionado. Con el objetivo de 
eliminar el Cc no unido covalentemente, la matriz se lavó con 30 mL de tampón 
Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) suplementado con NaCl 1 M y 1 % (p/v) de Tritón X-
100. Finalmente, la matriz se equilibró con Tris-HCl 50 mM (pH 7,5). 
Igualmente se preparó una columna control siguiendo el mismo proceso, con la 
excepción del paso de adición de Cc, que no fue añadido. 
 
2.7.2. Purificación de Nuevas Dianas del Citocromo c 
 
Los extractos totales de células Jurkat, tratadas o no con CPT 10 µM, o de A. 
thaliana, tratadas o no con H2O2 35 mM, fueron cargados en una columna 
control o en una columna con E104C, en el caso de los extractos procedentes 
de células Jurkat, o A111C, en el caso de extractos procedentes de A. thaliana. 
Posteriormente, las columnas fueron lavadas con 30 mL de tampón I (ver 
apartado 2.6.1, Materiales y Métodos) y 30 mL de tampón II (50 mM Tris-HCl 
(pH 7,5), 75 mM NaCl), con el objetivo de eliminar proteínas no unidas o 
débilmente unidas a la matriz. Finalmente, las proteínas unidas más 
fuertemente fueron eluidas usando 30 mL de tampón III (50 mM Tris-HCl (pH 
7,5), 300 mM NaCl), recogidas, liofilizadas y almacenadas a -80 ºC. Por lo 
tanto, en cada caso se obtuvieron cuatro tipos de muestras: 1) extractos de 
células no tratadas purificadas con una columna control, 2) extractos de células 
no tratadas purificadas con una columna con A111C o E104C unido, 3) 
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extractos de células tratadas con CPT, en el caso de células Jurkat, o con 
H2O2, en el caso de células de A. thaliana, usando una columna control y 4) 
como en 3) pero usando una columna con E104C o A111C unido, 
respectivamente. 
 
2.8. Identificación de Nuevas Dianas del Citocromo c 
 
2.8.1. 2D SDS-PAGE. Muestras Procedentes de Células Jurkat 
 
Las muestras obtenidas a partir de células Jurkat, tratadas o no con CPT 10 
µM, mediante cromatografía de afinidad (ver apartado 2.7, Materiales y 
Métodos) fueron analizadas mediante electroforesis bidimensional en geles de 
poliacrilamida con SDS (2D SDS-PAGE). El isoelectroenfoque (IEF) fue 
realizado con el sistema Protean IEF Cell (Biorad) usando tiras ReadyStrip IPG 
de 7 cm (Biorad) con un gradiente lineal de pH (pH 3-10). Las proteínas 
liofilizadas (150 µg) fueron resuspendidas en 125 µL de tampón de 
rehidratación (urea 7 M, tiourea 2 M, 2 % (p/v) de CHAPS, DTT 30 mM, 0,5 % 
(v/v) de anfolitos Bio-Lyte 3/10 (Biorad) y trazas de azul de bromofenol). Tras la 
rehidratación de las proteínas, las tiras ReadyStrip IPG fueron rehidratadas con 
esta solución durante 14 horas a temperatura ambiente. 
Posteriormente las muestras fueron separadas mediante IEF en las tiras 
ReadyStrip IPG hasta 16.000 Vh. Tras esto, las tiras de IEF fueron incubadas 
con los tampones de equilibrado I (6 M urea, 0,375 M Tris-HCl (pH 8,8), 2% 
(p/v) SDS, 20% (p/v) glycerol, 2% (p/v) DTT) y II (6 M urea, 0,375 M Tris-HCl 
(pH 8,8), 2% (p/v) SDS, 20% (p/v) glycerol, 2,5% (p/v) iodoacetamida), de 
modo secuencial durante 15 minutos. Finalmente, las tiras de IEF fueron 
colocadas sobre geles al 12 % de poliacrilamida (8 cm x 7 cm) y la segunda 
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dimensión se llevó a cabo aplicando 100 V durante 2 horas en un sistema Mini-
Protean DODECA 3 Cell (Biorad). Los geles 2D fueron teñidos con azul de 
Coomassie coloidal (Candiano et al., 2004) y analizados usando el software de 
PDQuest 2D (v 8.0.1) (Biorad). 
 
2.8.2. Preparación de las Muestras de Proteínas de Células Jurkat para 
Espectrometría de Masas 
 
Las manchas de los geles que iban a ser analizadas mediante espectrometría 
de masas para su identificación fueron extraídas usando puntas de pipeta. Las 
proteínas seleccionadas fueron reducidas en gel con DTT y digeridas con 
tripsina (Sechi y Chait, 1998). En resumen, las manchas fueron lavadas dos 
veces con agua, tratadas 15 minutos con acetonitrilo al 100 % y secadas 
durante 30 minutos en un Savan SpeedVac. Tras esto, las muestras fueron 
reducidas durante 30 minutos a 56 ºC con DTT 10 mM en bicarbonato amónico 
25 mM, y posteriormente tratadas con iodoacetamida 55 mM en bicarbonato 
amónico 25 mM durante 15 minutos en oscuridad. Finalmente, las muestras 
fueron digeridas con 12,5 ng µL-1 de tripsina (ROCHE) en bicarbonato amónico 
25 mM (pH 8,5) a 37 ºC durante toda la noche. 
Tras la digestion, el sobrenadante fue recogido y 1 µl fue cargado sobre una 
placa de MALDI y secado a temperatura ambiente. Entonces, a la mezcla de 
péptidos digeridos se le añadieron 0,4 µL de una solución 3 mg mL-1 de matriz 
de ácido α-ciano-4-hidroxi-transcinámico (SIGMA) en acetonitrilo al 50 %, 





2.8.3. Identificación de las Dianas del Citocromo c en Células Jurkat 
Mediante MALDI-TOF/MS 
 
Los análisis de MALDI-TOF-MS fueron realizados en un espectrómetro de 
masas 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems), 
funcionando en modo de reflector positivo, con un voltaje de 20.000 V, en el 
Centro de Genómica y Proteómica, Universidad Complutense de Madrid. 
Todos los espectros de masas fueron calibrados usando los péptidos de auto-
digestión de la tripsina. 
El análisis mediante MALDI-TOF/TOF MS da lugar a huellas peptídicas, y los 
péptidos obtenidos con una ratio (señal/ruido) mayor de 10 son recogidos y 
representados como una lista de masas moleculares monoisotópicas. 
Las proteínas identificadas de forma ambigua mediante huella peptídica fueron 
sometidas a análisis de secuenciación MS/MS usando el 4800 Proteomics 
Analyzer (Applied Biosystems). Para ello, se seleccionaron precursores 
disponibles a partir de los espectros de MS para análisis de MS/MS con el CID 
en modo de reflector de iones y una ventana para la masa del precursor de +/- 
5 Da. El modelo de placa y la calibración por defecto fueron optimizados para 
el procesamiento de los espectros de MS/MS. 
 
2.8.4. Análisis Bioinformático de los Datos de MALDI-TOF/MS 
 
Para la identificación de las proteínas, se empleó la base de datos UniProtKB-
SwissProt v57.7 usando una licencia local de MASCOT 2.1 a través del 
Servidor Global de Proteínas  v 3.6 (Applied Biosystems). 
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En todas las identificaciones, las probabilidades fueron mayores que la 
puntuación establecida por MASCOT como significativa con un valor p menor 
de 0,05. 
 
2.8.5. Identificación de las Dianas del Citocromo c en Células de 
Arabidopsis thaliana Mediante NanoLC-MS/MS 
 
Las muestras de proteínas obtenidas a partir de células MM2d de A. thaliana, 
tratadas o no con H2O2 35 mM, fueron digeridas con tripsina. Para ello, las 
muestras fueron tratadas con urea 8 M y DTT 10 mM. Tras 1 hora de 
incubación a 37 ºC, se añadió iodoacetamida a una concentración final de 55 
mM y se incubó durante 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente. Las 
muestras fueron posteriormente diluidas con bicarbonato amónico 25 mM hasta 
una concentración final de urea 2 M y se añadieron 25 µg de tripsina 
recombinante, incubando la mezcla durante toda la noche a 37 ºC. 
Los péptidos resultantes fueron analizados usando un nanoLC-MS/MS en una 
trampa iónica (LTQ, Thermo Electron San Jose, CA, USA). Los péptidos fueron 
separados en una columna BioBasic C-18 PicoFrit a un flujo de 200 nL min-1. 
Como tampones A y B, se usaron agua y acetonitrilo, ambos conteniendo 0,1 
% de ácido fórmico. Los péptidos fueron atrapados y desalados en la columna 
durante 5 minutos. Posteriormente, se comenzó el gradiente y se mantuvo 
durante 5 minutos con un 5 % de tampón B, se aumentó el tampón B al 50 %  
en un intervalo de 120 minutos, tras esto se aumento al 70 % en un intervalo 
de 10 minutos y finalmente se mantuvo al 95 % durante otros 10 minutos. El 
espectrómetro de masas se usó en el modo dependiente de datos para 
cambiar automáticamente entre la adquisición de MS y MS/MS. Los 
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parámetros para el escaneo de iones fueron los siguientes: escáner completo 
para MS (400-1.800 m/z) mas los siete picos principales para MS/MS (ancho 
de aislamiento 2 m/z) y energía de colisión normalizada al 35 %.  
 
2.8.6. Análisis Bioinformatico de los Datos de nanoLC-MS/MS 
 
Los péptidos obtenidos mediante nanoLC-MS/MS fueron identificados con 
MASCOT 2.1 usando la base de datos UniProt_Arabidopsis (90895 
secuencias). En todas las identificaciones, las puntuaciones de probabilidad 
fueron superiores a lo establecido por MASCOT como significativo, con un 
valor p menor de 0,05. 
 
2.9. Estudio in vivo de la Interacción entre el Citocromo c y sus 
Dianas: Complementación Bimolecular de la Fluorescencia, 
BiFC 
 
2.9.1. Diseño de los Vectores de BiFC para el Análisis de las Interacciones 
del Citocromo c Humano en Células HEK293T 
 
Los cDNAs codificantes, tanto para el Cc humano como para las proteínas 
identificadas mediante cromatografía de afinidad como nuevas dianas del Cc, 
se adquirieron de GeneService (www.lifesciences.sourcebioscience.com). 
Estos cDNAs fueron amplificados mediante PCR (ver apartado 2.2.4, 
Materiales y Métodos), introduciéndoles los sitios de restricción necesarios para 
su posterior clonación dentro de los vectores pCYFP o pNYFP diseñados a 
partir del vector pcDNA 3.1 (Invitrogen) (Gandia et al., 2008) usando para ello 
los oligonucleótidos mostrados en la tabla 5. 
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Tabla 5. Oligonucleótidos para los ensayos de BiFC de 
proteínas humanas en células HEK293T. 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgggtgatgttgagaaaggcaag-3' Cc            
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcattagtagcttttttgagat-3' 
Fw: 5'-CTCGGAtccatgagcagctcagaggaggtgtcc-3‘  CSNKIIβ 
(BamHI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcgcgaatcgtcttgactgggc-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgagccggcaggtggtccgctcc-3' CORO1A 
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcctcttggcctggactgtctcct-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgccgggtctaagttgtagattt-3' eIF2α        
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcaagtatctttcagctttggctt-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgccctaccaatatccagcactg-3' ALDOA    
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcttaaaggcgtggttagagacga-3' 
Fw: 5'-CTCGGAtccatgtcgatgacagacttgctgaac-3' PVALB   
(BamHI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcttgctttcagccaccagagtgg-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgagggaaatcgtgcacatccag-3' TUBB      
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcgcctcctcttcggcctcctcac-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggatgatcgagaggatctggtg-3' YWHAE   
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcctgattttcgtcttccacgt-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggccagcaacgttaccaacaag-3' hnRNP C1/C2 
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcaaagagtcatcctcgccattgg-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggacctcgcggcggcagcggag-3' MCM6     
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcaacttcgagcaagtagttag-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgcctgaccatgacagcacagcc-3' PROX1    
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcctctcatgaagcagctcttgta-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatgtcggcgccggcggccaaagtc-3' SET         
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcttgtcatcttctccttcatcct-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggacatgaagaggaggatccac-3' ANP32B    
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcatcatcttctccttcatcat-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggcactgaaggactacgcgcta-3' MCM7     
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcgacaaaagtgatccgtgtcc-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggtgaagctcgcgaaggcaggt-3' NCL         
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcctttcaaacttcgtcttctttc-3' 
Fw: 5'-GTGGAAttcatggaagattcgatggacatggac-3' NPM        
(EcoRI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgcattttcttaagagacttcctcc-3' 
Fw: 5'-CTCGGAtccatggcaatgagacagacgccgctc-3' STRAP    
(BamHI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgctcggccttaacatcaggagctg-3' 
Fw: 5'-CTCGGAtccatgaagctctccctggtggccgcg-3' HSPA5   
(BamHI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGccgccacaactcatctttttctgctg-3' 
 
Tabla 5. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de los cDNAs tanto del Cc de 
H. sapiens como de sus dianas para el diseño de las construcciones de BiFC en células 
HEK293T. En cada caso se indican las dianas de restricción adecuadas que se introdujeron 
mediante PCR para su posterior clonación en los vectores pCYFP o pNYFP. 
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Una vez amplificados los cDNAs, estos fueron ligados en los vectores 
apropiados (ver apartado 2.2.5, Materiales y Métodos) (Figura 27). 
 
Figura 27. Diseño de las construcciones usadas para los ensayos de BiFC en células 
HEK293T, usando los vectores pCYFP (Cc de H. sapiens) o pNYFP (dianas del Cc). El Cc 
se introdujo en el vector pCYFP usando para ello las dianas EcoRI y NotI, mientras que las 
dianas del Cc clonadas en el vector pNYFP se distribuyeron en dos grupos: 1) Targets I: se 
clonaron usando las dianas BamHI y NotI y 2) Targets II: se clonaron usando las dianas EcoRI 
y NotI. 
 
Como control positivo en los ensayos de BiFC se usaron los vectores pBiFC-
bJunYN155 y pBiFC-bFosYC155,  mientras  que  como  control  negativo se  
emplearon  los  vectores pBiFC-bFosΔZipYC155 y pBiFC-bJunYN155 (Hu et 
al., 2002). En el diseño de estos vectores se tomaron los dominios bZip de las 
proteínas Fos (bFos conteniendo los aminoácidos 118 a 210 de Fos) y Jun 
(bJun que contiene los aminoácidos 257 a 318 de Jun). La proteína bFosΔZip 
contiene el fragmento bFos, al que se le han delecionado los aminácidos 
comprendidos entre el 179 y el 193, ambos incluídos. El fragmento bJun fue 
fusionado al extremo amino-terminal de la NYFP (aminoácidos 1 a 154 de la 
YFP) en el vector pHA-CMV (Clontech), y los fragmentos bFos y bFosΔZip 
fueron fusionados al extremo amino-terminal de la CYFP (aminoácidos 155 a 
238) en el vector pFLAG-CMV2 (SIGMA).!
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2.9.2. Diseño de los Vectores de BiFC para el Análisis de las Interacciones 
del Citocromo c de Arabidopsis thaliana en Protoplastos 
 
Tanto el cDNA codificante para el Cc de A. thaliana como los cDNAs 
codificantes para las nuevas dianas del Cc fueron comprados a ABRC Stock 
(www.arabidopsis.org/abrc/). Estos cDNAs fueron amplificados mediante PCR 
(ver apartado 2.2.4, Materiales y Métodos), introduciendo los sitios de 
restricción requeridos para su posterior clonación en los vectores pSPYCE o 
pSPYNE (Walter et al., 2004), usando los oligonucleótidos mostrados en la 
tabla 6. 
Tabla 6. Oligonucleótidos para los ensayos de BiFC de 
proteínas de Arabidopsis thaliana en protoplastos. 
Fw: 5'-CCGGGATCCATGGCGTCGTTTGATGAA-3' Cc           
(BamHI/XhoI) Rv: 5'-CCGCTCGAGCTTAGGCGCAGTAGATTC-3' 
Fw: 5'-CCGGGATCCATGTCGAGGAACAAGGGT-3' eIF2γ 
(BamHI/SalI) Rv: 5'-CCGGTCGACGAAAGGTGAAGGAGGAAC-3' 

































Tabla 6. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de los cDNAs tanto del Cc de 
A. thaliana como de sus dianas para el diseño de las construcciones de BiFC en 
protoplastos. En cada caso se indican las dianas de restricción adecuades que se introdujeron 
mediante PCR. 
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Una vez amplificados los cDNAs introduciendo los sitios de restricción 
requeridos para su posterior clonación en los vectores pSPYCE o pSPYNE (ver 
apartado 2.2.5, Materiales y Métodos), estos fueron introducidos en los 
vectores apropiados (Figura 28). 
 
Figura 28. Diseño de las construcciones usadas para los ensayos de BiFC en 
protoplastos de A. thaliana, usando los vectores pSPYCE (Cc de A. thaliana) o pSPYNE 
(dianas del Cc). El Cc se clonó en el vector pSPYCE, usando para ello las dianas BamHI y 
XhoI, mientras que las dianas del Cc clonadas en el vector pSPYNE se dividen en varios 
grupos: 1) Targets I: se clonaron usando las dianas SalI y XhoI, 2) Targets II: se clonaron 
usando las dianas BamHI y XhoI, 3) Targets III: se clonaron usando las dianas BamHI y SalI, 4) 
Targets IV: se clonaron usando las dianas BamHI y SmaI y 5) Targets V: se clonaron usando 
las dianas XhoI y SmaI. 
 
2.9.3. Diseño de los Vectores de BiFC para el Análisis de las Interacciones 
del Citocromo c de Arabidopsis thaliana en Células HEK293T 
 
Los cDNAs codificantes tanto para el Cc de A. thaliana como para sus nuevas 
dianas fueron amplificados mediante PCR (ver apartado 2.2.4, Materiales y 
Métodos), introduciendo los sitios de restricción apropiados para su posterior 
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clonación (ver apartado 2.2.5, Materiales y Métodos) en los vectores pCYFP o 
pNYFP (Gandia et al., 2008), mediante PCR usando los oligonucleótidos 
indicados en la tabla 7. 
 
Tabla 7. Oligonucleótidos para los ensayos de BiFC de 
proteínas de Arabidopsis thaliana en células HEK293T. 
Fw: 5'-GCAGGATCCATGGCGTCGTTTGATGAA-3' 
Cc           
(BamHI/XhoI) Rv: 5'-GGTCTCGAGCTTAGGCGCAGTAGATTC-3'  
 Fw: 5'-GTGGGATCCATGTCGAGGAACAAGGGT-3' eIF2γ 
(BamHI/NotI) Rv: 5'-CGAGCGGCCGCGAAGGTGAAGGAGGAA-3'  


































Tabla 7. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de los cDNAs tanto del Cc de 
A. thaliana como de sus dianas para el diseño de las construcciones de BiFC en células 




Una vez amplificados los cDNAs introduciendo los sitios de restricción 
requeridos para su posterior clonación en los vectores pCYFP o pNYFP, estos 
fueron introducidos en los vectores apropiados (Figura 29). 
 
 
Figura 29. Diseño de las construcciones usadas para los ensayos de BiFC en células 
HEK293T, usando los vectores pCYFP (Cc de A. thaliana) o pNYFP (dianas del Cc). El Cc 
se clonó en el vector pCYFP usando las dianas BamHI y XhoI, mientras que las dianas del Cc 
clonadas en pNYFP se dividen en tres grupos: 1) Targets I: se clonaron en BamHI-XhoI, 2) 
Targets II: se clonaron usando las dianas EcoRI-XhoI y 3) Targets III: se clonaron usando las 
dianas BamHI-NotI. 
 
Como control positivo se emplearon los vectores pBiFC-bJunYN155 y pBiFC-
bFosYC155, mientras que como control negativo se utilizaron los vectores 
pBiFC-bFosΔZipYC155 y pBiFC-bJunYN155 (Hu et al., 2002). 
 
2.9.4. Ensayo de BiFC en Células HEK293T 
 
Las células fueron transfectadas transitoriamente con el ADN codificante de las 
proteínas especificadas en cada caso, usando para ello Lipofectamina 2000 
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, 0,5 µg de 
ADN por cada construcción fueron diluidos en 50 µL de medio OPTI-MEM 
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(Invitrogen), mientras que por otra parte se disolvieron 2 µL de Lipofectamina 
en otros 50 µL de medio OPTI-MEM, incubándose ambas muestras por 
separado. Tras 5 minutos de incubación a temperatura ambiente, se mezclaron 
ambas soluciones y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Finalmente, 100 µL de las mezclas de ADN-Lipofectamina fueron añadidas a 
las células. Las células fueron después incubadas durante 24 horas a 37 ºC 
para permitir la expresión de las construcciones. Entonces, 30 minutos antes 
de inducir la apoptosis con CPT 10 µM durante 6 horas, las células fueron 
tratadas con z-VAD-fmk 50 µM (Tocris) (Li et al., 2007), un inhibidor de 
caspasas. 
Las células HEK293T tratadas o no con CPT y crecidas sobre cubres (ver 
apartado 2.1.3, Materiales y Métodos), fueron montadas usando PBS con 
glicerol al 75 % y observadas usando un microscopio de fluorescencia Leica 
DM6000 B, para analizar la interacción del Cc y las distintas dianas a través de 
la reconstitución de la fluorescencia de la YFP. Los núcleos fueron teñidos con 
DAPI. 
 
2.9.5. Ensayo de BiFC en Células MM2d 
 
Los ensayos de BiFC en A. thaliana se realizaron en protoplastos de células 
MM2d. Los protoplastos fueron obtenidos a partir de cultivos en suspensión de 
células en medio MS (ver apartado 2.1.2, Materiales y Métodos). Para ello, se 
recogieron 50 mL de cultivo mediante centrifugación a 1.500 rpm durante 5 
minutos y se resuspendieron en 50 mL de medio MS-Glucosa/Manitol (0,34 M), 
suplementado con 1 % (p/v) de celulosa y 0,2 % (p/v) de macerozima.  Las 
células fueron incubadas en este tampón durante 3 horas a 50 rpm en 
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oscuridad para digerir la pared celular. Tras esto, los protoplastos fueron 
recogidos mediante centrifugación a 800 rpm durante 5 minutos, los pellets 
fueron lavados con 25 mL de medio MS-Glucosa/Manitol (0,34 M) y 
nuevamente centrifugados. Finalmente, el pellet resultante fue resuspendido en 
MS-Sacarosa (0,28 M), se centrifugó la suspensión a 800 rpm durante 5 
minutos y los protoplastos fueron recuperados del sobrenadante. 
Finalmente los protoplastos fueron transformados de acuerdo al método 
descrito por Sheen (Sheen, 2002) y la reconstitución de la YFP fue analizada 
16-24 horas después de la transfección. En resumen, 3 µg de plásmido fueron 
añadidos a 2 x 104 protoplastos, mezclando la solución suavemente. Tras esto, 
se añadieron 110 µL de una solución PEG/Ca2+ (4 g PEG 4000, 3 ml H2Od, 2,5 
ml 0,8 M manitol, 1 ml 1 M CaCl2), incubándose la mezcla durante 30 minutos a 
25 ºC. Finalmente, los protoplastos fueron lavados dos veces con la solución 
W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM KCl, 2 mM MES pH 5,7), 
centrifugando a 800 rpm durante 5 minutos para eliminar el PEG. Los 
protoplastos fueron finalmente resuspendidos en 500 µL de medio MS-
Glucosa/Manitol (0,34 M) e incubados en oscuridad durante 16-24 horas para 
permitir la expresión de las construcciones. 
Los protoplastos se trataron con H2O2 35 mM 24 horas antes del análisis 
mediante microscopía de fluorescencia de la reconstitución de la YFP. 
 
2.10. Análisis de la Expresión de las Construcciones de BiFC 
Mediante Western Blot 
 
Las células HEK293T transfectadas con las construcciones indicadas en cada 
caso fueron recogidas 48 horas después de la transfección mediante 
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centrifugación a 1.500 rpm durante 5 minutos. Los extractos celulares totales 
se prepararon mediante ciclos de congelación/descongelación, tras lo cual se 
centrifugó a 13.000 rpm durante 5 minutos para eliminar los restos celulares. 
Las muestras se resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 
al 12 %. Posteriormente, las proteínas fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa (Biorad) usando el Mini Trans-Blot (Biorad). La detección de las 
construcciones se llevó a cabo con un anticuerpo policlonal de conejo anti-
EGFP (1:1000, BioVision), que posteriormente fue detectado usando un 
anticuerpo secundario contra conejo conjugado con la peroxidasa de rábano 
(1:12000, SIGMA). Las bandas inmunoreactivas fueron reveladas usando el 
sistema de detección ECL Plus Western Blotting (Amersham). 
 
2.11. Análisis in silico de las Interacciones del Citocromo c 
Mediante DOCKING Molecular 
 
Para determinar in silico la posible estructura del complejo formado entre el Cc 
humano y aquellas dianas cuya estructura ha sido resuelta, se empleó un 
algoritmo de DOCKING implementado en el paquete de software BiGGER 
(Palma et al., 2000). Los archivos de coordenadas de las proteínas utilizadas 
fueron obtenidos a partir del RCSB Protein Data Bank (PDB). Los archivos PDB 
empleados se muestran en la tabla 8. En cada cálculo de DOCKING se 
generaron 5.000 soluciones usando un paso angular de 15º y una distancia de 
7 Å. En cada caso se usaron las 100 soluciones con mejor puntuación global 
para la representación de los centros de masa. Todas las imágenes se 
generaron usando el paquete UCSF Chimera (www.cgl.ucsf.edu/chimera/). 
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Nombre del gen Archivo PDB Referencia 
ALDOA 4ALD Dalby et al., 1999 
ANP32B 2JE0 Huyton et al., 2007 
Cc 1J3S Jeng et al. 
PVALB 1RJV Baig et al., 2004 
YWHAE 2BR9 Yang et al., 2005 
 
 
Tabla 8. Archivos de estructura PDB. Archivos de estructura obtenidos del PDB, empleados 
para los estudios de los complejos formados entre el Cc y estas dianas in silico mediante 
técnicas de DOCKING.  
 
2.12. Diseño Racional de Mutantes de Citocromo c Humano 
 
A partir de los datos obtenidos del DOCKING, a través de los cuales es posible 
definir la zona de interacción del Cc con las diferentes dianas, se han diseñado 
diferentes mutantes de Cc: Gln16Asp, Ile81Asp, Ile81Lys, Lys27Glu y 
Lys27Ala, mediante PCR mutagénica usando los oligonucleótidos indicados en 
la tabla 9 (ver apartado 2.2.4, en Materiales y Métodos). 
Tabla 9. Oligonucleótidos para la obtención de mutantes de Cc de humanos 
Fw: 5'-ATTATGAAGTGTTCCGATTGCCACACCGTTGAA-3' 
Cc Gln16Asp 
Rv: 5'-TTCAACGGTGTGGCAATCGGAACACTTCATAAT-3'  
 Fw: 5'-AAGGGAGGCAAGCACGAGACTGGGCCAAATCTC-3' Cc Lys27Glu 
Rv: 5'-GAGATTTGGCCCAGTCTCGTGCTTGCCTCCCTT-3'  





Fw: 5'- CCTGGAACAAAAATGAAATTTGTCGGCATTAAG -3' 
Cc Ile81Lys  
Rv: 5'- CTTAATGCCGACAAATTTCATTTTTGTTCCAGG -3' 
 
Tabla 9. Oligonucleótidos usados para la obtención de los distintos mutantes de Cc. 
Oligonucleótidos diseñados para la mutación racional de residuos presentes en la superficie del 
Cc inferida a partir de los datos de DOCKING como interfase de interacción entre el Cc 
humano y las dianas testadas. 
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2.13. Efecto de la Sobreexpresión de Citocromo c Bajo la 
Sobreexpresión de PVALB o NPM 
 
Las células HEK293T fueron crecidas y transfectadas como se ha explicado 
anteriormente (ver apartados 2.1.3 y 2.9.4, Materiales y Métodos) para llevar a 
cabo los ensayos de BiFC. La apoptosis fue inducida, 24 horas después de 
llevar a cabo la transfección, con tapsigargina (TG) 2 µM, en los casos en los 
que se sobreexpresaba la PVALB, o con CPT 10 µM, cuando era NPM la 
proteína sobreexpresada. Los núcleos celulares se tiñeron con DAPI 24 horas 
después de inducir la apoptosis, y el porcentaje de apoptosis se determinó 
como el cociente entre el número de células en las que la YFP se había 
reconstituido y presentaban núcleos apoptóticos y el número total de células en 
las que se había reconstituido la YFP (Han et al., 2001). Para determinar el 
porcentaje de células apoptóticas en cada caso se realizaron fotografías al 
azar, y se contaron al menos 500 células en tres réplicas independientes, 








































“When a distinguished but elderly scientist states that 
something is possible he is almost certainly right.   
When he states that something is impossible, he is very 
probably wrong.” 

























3.1. Obtención de las Variantes E104C y A111C 
 
3.1.1. Mutagénesis Dirigida 
 
Las variantes E104C del Cc de H. sapiens y A111C del Cc de A. thaliana se 
obtuvieron mediante mutagénesis dirigida usando para ello los oligonucleótidos 
indicados anteriormente (ver apartado 2.3.1, Materiales y Métodos). La secuencia de 
los genes mutados fue confirmada mediante secuenciación en el CNIO, obteniendo 
los resultados mostrados en la figura 30. 
 
 
Figura 30. Secuenciación de las variantes E104C y A111C del Cc. La cisteína introducida en 
ambos casos en el extremo carboxi-terminal se muestra resaltada en rojo. 
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3.1.2. Expresión y Purificación de las Variantes E104C y A111C 
 
La expresión y purificación de ambas variantes de Cc, tanto E104C como A111C, se 
realizó tal y como se explicó anteriormente (ver apartado 2.3.2, Materiales y 




Figura 31. Purificación de Cc mediante cromatografía de intercambio iónico en columna de 
carboximetil-celulosa. El extracto crudo procedente de células BL-21 en tampón borato 1,5 mM, pH 
8,5, se cargó en una columna de carboximetil-celulosa, tras lo cual la columna se lavó con 2 
volúmenes de columna. Posteriormente, la elución del Cc se realizó usando un gradiente contínuo de 
NaCl 25-250 mM en el caso de A111C, o NaCl 36-360 mM en el caso de E104C. Finalmente, las 
fracciones se recogieron en volúmenes de 2-5 mL. 
 
La pureza del Cc se determinó espectrofotométricamente como la relación entre la 
absorbancia a 278 nm y 549 nm, considerando como fracciones puras aquellas que 
presentaban una relación de absorbancia igual o menor a uno. En la figura 32 se 
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muestra un espectro de absorción UV-Visible típico de Cc, tanto en estado oxidado 
(línea de color marrón) como en estado reducido (línea de color rojo). 
 
 
Figura 32. Espectro de absorción UV-Visible del Cc. Se muestra tanto su espectro en estado 
oxidado (línea de color marrón) como en estado  reducido (línea de color rojo). Asimismo, se indican 
las bandas de absorción α (549 nm), β (521 nm) y γ (415 nm) características del Cc. 
 
3.2. Búsqueda de Nuevas Dianas del Citocromo c en la Apoptosis 
de Mamíferos 
 
3.2.1. Inducción de Apoptosis en Células Jurkat Mediante CPT 
 
Con el objetivo de comprobar la implicación del Cc en la regulación de otras rutas de 
señalización durante la apoptosis, aparte de inducir la formación del apoptosoma y la 
activación de las caspasas, comenzamos confirmando los cambios bioquímicos que 
se producen tras inducir apoptosis con CPT en células Jurkat, como ya se ha 
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descrito anteriormente (Johnson et al., 1997). En la figura 33 se muestra la escalera 
de ADN, generada como consecuencia de la fragmentación oligonucleosomal 
característica del proceso apoptótico tras 10 h de tratamiento con CPT (ver apartado 
2.4.4, Materiales y Métodos; Liu et al., 1996), uno de los principales marcadores de 
la apoptosis. 
 
Figura 33. Escalera de ADN en células Jurkat tratadas con CPT 10 µM durante 0, 6, 10 y 24 
horas. Tras inducir apoptosis en cultivos líquidos de células Jurkat con CPT 10 µM se procedió a la 
extracción del ADN genómico a los tiempos indicados (Liu et al., 1996). El ADN genómico se separó 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v) y se tiñó con bromuro de etidio. 
 
La ocurrencia del proceso de apoptosis se corrobora también por un aumento en la 
intensidad de la señal del DAPI en los núcleos de las células tratadas con CPT a lo 
largo del tiempo, lo que se produce como consecuencia de la condensación de la 
cromatina y la fragmentación del ADN (Figura 34; Zoli et al., 2005). Este mismo 
fenómeno se aprecia como una disminución en el contenido de ADN observada 
mediante citometría de flujo (Figura 35).  
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Figura 34. Tinción con DAPI de células Jurkat tratadas o no tratadas con CPT 10 µM. La 
condensación del material nuclear se visualizó en cultivos de células Jurkat tratadas durante 24 horas 
(derecha) o no tratadas (izquierda) con CPT 10 µM mediante la tinción con DAPI. Las flechas señalan 
células apotóticas positivas para DAPI visualizadas mediante microscopía de fluorescencia. 
 
Figura 35. Determinación del porcentaje de apoptosis en células Jurkat tratadas con CPT 10 
µM durante 0, 3, 6, 10 y 24 horas mediante citometría de flujo. Las células fueron fijadas en etanol 
al 70 % y teñidas con yoduro de propidio. M1: células apoptóticas con un contenido de ADN sub-G1; 
M2: corresponde a células viables. 
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Asimismo, el número de células apoptóticas tras el tratamiento con CPT 10 µM fue 
seguido no sólo mediante citometría de flujo, sino también mediante un ensayo de 
viabilidad celular basado en la capacidad de la células viables para excluir 
activamente el azul Trypan (Figura 36). Ambas técnicas coinciden en que el número 
de células apoptóticas aumenta significativamente 6 horas después del tratamiento 
con CPT 10 µM, demostrando que las células Jurkat tratadas están muriendo 
específicamente mediante apoptosis, y no mediante otros tipos de muerte celular 




Figura 36. Porcentaje de células Jurkat en apoptosis tras el tratamiento con CPT 10 µM durante 
0, 3, 6, 10 y 24 horas, determinado mediante citometría de flujo (barras negras) y azul Trypan 
(barras grises). Los datos de exclusión de azul Trypan representan la media de tres ensayos 




3.2.2. Identificación de Nuevas Dianas del Citocromo c: Una Aproximación 
Proteómica 
 
3.2.2.1. Cromatografía de Afinidad 
 
Con el objetivo de identificar nuevas dianas del Cc durante la apoptosis, las cuales 
nos proporcionarían un punto de partida para intentar elucidar funciones aún no 
exploradas del Cc durante este proceso, se empleó una aproximación proteómica 
combinando la cromatografía de afinidad, para la purificación de las posibles nuevas 
dianas del Cc, y la espectrometría de masas, para la identificación de estas dianas.  
Para alcanzar este objetivo, se empleó una columna de tiol-sefarosa 4B (TS-4B), la 
cual une covalentemente mediante puentes disulfuro proteínas con residuos de 
cisteína libres y expuestos al solvente. Para ello fue necesario reemplazar mediante 
PCR mutagénica el glutámico en el extremo carboxi-terminal del Cc WT por una 
cisteína (Figura 30), obteniendo de este modo el mutante E104C (ver apartado 3.1, 
Resultados). Esta variante del Cc fue expresada y purificada tal y como se ha 
descrito anteriormente (Rodríguez-Roldán et al., 2006). Posteriormente, el mutante 
E104C se unió covalentemente a la matriz TS-4B mediante la formación de un 
puente disulfuro según el método descrito por Azzi et al. 1982 (ver apartado 2.7.1, 
Materiales y Métodos). Las otras dos cisteínas presentes en el Cc no interfieren en 
este proceso al estar implicadas en la unión covalente del hemo a la cadena 
polipeptídica (Allen et al., 2002). Igualmente, se preparó una columna TS-4B control 





Figura 37. Columnas de tiol-sefarosa 4B usadas para la cromatografía de afinidad. A la 
izquierda, columna control (sin Cc); a la derecha, columna con Cc E104C unido. 
 
Los extractos celulares fueron obtenidos a partir de cultivos en suspensión de 
células Jurkat mantenidos en RPMI 1640 con una densidad celular de 0.15-1.5 x 106 
células mL-1. Los extractos de células apoptóticas fueron preparados a partir de 
cultivos de células Jurkat en las que, previamente, se había inducido apoptosis con 
CPT 10 µM (Johnson et al., 1997), recogiendo las células 6 h después del 
tratamiento con CPT, momento en el que se ha descrito que el Cc ya ha sido 
liberado desde la mitocondria hacia el citosol (Goldstein et al., 2005). Dado que la 
citometría de flujo y el ensayo de exclusión de azul Trypan indican tan sólo un 30 % 
de células apoptóticas en cultivos de células Jurkat 6 horas después de inducir 
apoptosis con CPT 10 µM, los resultados inferidos a partir de nuestros datos hacen 
referencia a eventos apoptóticos tempranos (Figuras 33 a 36). 
Los extractos de células Jurkat tratadas o no tratadas con CPT fueron cargados en 
paralelo bien en la columna con Cc unido (Cc TS-4B) o bien en la columna sin Cc 
(columna blanco). Las posibles dianas del Cc fueron eluidas de la columna Cc TS-
4B aumentado la fuerza iónica, mientras que las proteínas obtenidas de la columna 
blanco fueron usadas como control de unión inespecífica. Las fracciones proteicas 
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resultantes fueron preparadas para su posterior análisis mediante electroforesis 
bidimensional siguiendo el método presentado en la Figura 38.  
 
Figura 38. Identificación de nuevas dianas del Cc de H. sapiens. Aproximación empleada para la 
purificación de las dianas del Cc mediante cromatografía de afinidad y su posterior análisis por medio 
de 2D SDS-PAGE y espectrometría de masas. 
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3.2.2.2. Electroforesis 2D SDS-PAGE  
 
La cromatografía de afinidad dió lugar a cuatro tipos de muestras diferentes, en 
función de las condiciones experimentales utilizadas: i) proteínas procedentes de 
células no tratadas con CPT 10 µM purificadas usando la columna blanco 
desprovista de Cc, ii) proteínas procedentes de células tratadas con CPT 10 µM 
purificadas usando una columna blanco, iii) proteínas procedentes de células no 
tratadas con CPT 10 µM purificadas usando una columna Cc TS-4B y iv) proteínas 
procedentes de células tratadas con CPT 10 µM purificadas con una columna Cc 
TS-4B (Figura 38). Los cuatro tipos de muestras fueron liofilizadas por separado, y la 
mezcla de proteínas presente en cada muestra fue resuelta mediante electroforesis 
bidimensional de acuerdo a la masa molecular y punto isoeléctrico de cada proteína 
(ver apartado 2.8.1, Materiales y Métodos). Los geles resultantes fueron analizados 
con el software PDQuest versión 8 (BioRad).  
Finalmente, aquellas manchas que aparecían en la condición iv, o tanto en la 
condición iv como en la iii, pero no en los controles, condiciones i y ii, las cuales 
aparecen señaladas en el “master gel” (Figura 39), fueron recortadas usando para 
ello puntas de pipeta, analizadas mediante espectrometría de masas MALDI-
TOF/MS e identificadas a través de la búsqueda de los péptidos resultantes de la 
digestión de las manchas en la base de datos UniProtKB-SwissProt v57.7, usando 
una licencia local de MASCOT 2.1 a través del Servidor Global de Proteínas  v 3.6 




Figura 39. Imagen del “master gel” en la que se indican las proteínas que interaccionan con el 
Cc en condiciones apoptóticas, o tanto en condiciones apoptóticas como homeostáticas. En la 
imagen se muestra el resultado de la combinación de todos los geles analizados. Estas proteínas 
diferenciales fueron extraídas del gel y analizadas mediante espectrometría de masas. Los números 
se corresponden con los presentes en la Tabla 1. 
 
Sólo aquellas proteínas presentes exclusivamente en extractos celulares tratados 
con CPT 10 µM o en ambos, tratados o no tratados con CPT, obtenidas con la 
columna con E104C unido fueron analizadas. Las proteínas identificadas mediante 




3.2.3. Verificación in vivo de la Interacción del Citocromo c con sus 




El BiFC es una técnica que permite el análisis de las interacciones proteína-
proteína en su contexto biológico, al mismo tiempo que permite obtener 
información acerca de la localización donde se producen estas interacciones en 
células vivas (Kerppola, 2006). Para ello, el Cc y sus nuevas dianas – 
previamente identificadas mediante cromatografía de afinidad y espectrometría 
de masas – fueron fusionadas con el fragmento carboxi-terminal de la proteína 
fluorescente amarilla (CYFP) o con el fragmento amino-terminal (NYFP), 
respectivamente. En todos los casos, el Cc y sus posibles dianas fueron 
clonadas justo delante del fragmento de la YFP. El estudio de la interacción se 
realizó en células HEK293T, las cuales fueron transfectadas con el Cc y sus 
diferentes dianas, siguiendo la interacción a través de la reconstitución de la 
fluorescencia de la YFP. 
Se ha descrito que los fragmentos de la YFP son capaces de reconstituir por si 
solos a la YFP con baja eficiencia, dando lugar a complejos fluorescentes, 
incluso en ausencia de una interacción específica (Kerppola, 2006). Por eso, 
para asegurarnos de que la interacción observada no es resultado de una 
complementación espontánea de la YFP, se realizaron una serie de controles. 
El control más apropiado para los ensayos de BiFC está basado en la 
expresión de dos proteínas de fusión que, aún expresándose en el mismo 
compartimento, no interaccionan, de modo que impiden la reconstitución 
eficiente de la YFP. Por esa razón, como control positivo hemos usado los 
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vectores pBiFC-bFosYC155 y pBiFC-bJunYN155, mientras que los vectores 
pBiFC-bFosΔZIPYC155 y pBiFC-bJunYN155 fueron usados como control 




Figura 40. Control positivo (pBiFC-bFocYC155 + pBiFC-bJunYN155) y control negativo 
(pBiFC-bFosΔZIPYC155 + pBiFC-bJunYN155) empleados en los experimentos de BiFC. A 
la izquierda se muestra la señal debida a la reconstitución de la YFP, a continuación la célula 
en campo visible y el núcleo visualizado en azul mediante la tinción con DAPI. Finalmente, a la 
derecha se muestra la superposición de la señal de la YFP + DAPI. La escala representa 5 µm. 
 
3.2.3.2. Obtención de las Proteínas de Fusión 
 
Tanto el cDNA del Cc humano como los cDNAs disponibles de las dianas del 
Cc (17 de las 24 identificadas mediante proteómica, ver más adelante) fueron 
compradas a Source BioScience. El cDNA del Cc fue clonado en un vector 
conteniendo la CYFP, mientras que las dianas del Cc fueron clonadas en el 
vector conteniendo la NYFP (Gandía et al., 2008). Los oligonucleótidos que 
aparecen en la tabla 5 (ver apartado 2.9.1, Materiales y Métodos) fueron 
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diseñados para la amplificación mediante PCR de los distintos cDNAs, 
introduciendo los sitios de restricción apropiados para la posterior clonación en 
los vectores anteriormente mencionados. En la figura 27 (ver apartado 2.9.1, 
Materiales y Métodos) se muestra un esquema de las construcciones 
empleadas para los ensayos de BiFC. 
De las 24 dianas identificadas mediante proteómica, 7 no fueron analizadas 
mediante BiFC. Esto se debe a que cuatro de estas dianas no han sido 
descritas en la literatura como proteínas relacionadas con la apoptosis, 
concretamente NAP1L4, ATP5β, CCT2 y RPS7. En el caso de hnRNP L el 
cDNA no estaba disponible en las bases de datos, y respecto a RBBP7, 
aunque el cDNA fue adquirido de Source BioScience, éste no pudo ser 
amplificado mediante PCR. 
Respecto a Hsp90B1, se descartó para estudios posteriores, ya que 
previamente se había descrito que interacciona con APAF1 y no con el Cc, 
aunque pueden ser purificadas conjuntamente como un complejo ternario 
(Hsp90B1-APAF1-Cc) (Pandey et al., 2000). Esto indica que nuestra 
aproximación proteómica es apropiada para la identificación de dianas del Cc, 
ya estén interaccionando directamente con el Cc o mediante la formación de 
complejos ternarios. 
 
3.2.3.3. Localización Subcelular del Citocromo c 
 
Resulta importante mencionar que el Cc, una vez expresado en el citoplasma 
celular, necesita ser translocado a la mitocondria, donde la hemoliasa de Cc se 
encarga de incorporar el grupo hemo, formándose la holoenzima correctamente 
plegada. En condiciones homeostáticas, las células HEK293T, las cuales 
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fueron transfectadas con los vectores Cc-CYFP y el vector pNYFP vacío 
(Figura 41) muestran un patrón punteado de fluorescencia para la distribución 
del Cc, lo que pone de manifiesto su localización mitocondrial, tal y como se ha 




Figura 41. Localización mitocondrial del Cc en condiciones homeostáticas observada 
mediante BiFC. Las células HEK293T se transfectaron con la construcción Cc-CYFP y el 
vector pNYFP vacío, y se visualizaron mediante microscopía de fluorescencia con el objetivo de 
determinar la localización del Cc por medio de la reconstitución de la YFP.  Se muestran dos 
ejemplos de localización mitocondrial de Cc. 
 
Tras tratar las células con CPT, el patrón de fluorescencia pasaba de ser 
punteado a difuso, consistente con la liberación del Cc desde la mitocondria 
hacia el citosol (Figura 42). La expresión de la proteína de fusión Cc-CYFP fue 
confirmada por medio de Western blot, usando para ello un anticuerpo 




Figura 42. Localización citoplásmica del Cc en condiciones apoptóticas observada 
mediante BiFC. Las células HEK293T transfectadas con la construcción  Cc-CYFP y el vector 
pNYFP vacío fueron tratadas con CPT 10 µM y 6 h después visualizadas mediante microscopía 
de fluorescencia. Se muestran dos ejemplos de localización citoplásmica de Cc. 
 
 
Figura 43. Expresión de Cc-CYFP determinada mediante Western blot. La expresión de la 
construcción Cc-CYFP se determinó usando un anticuerpo anti-EGFP, mostrando una banda a 
22.5 kDa, masa molecular esperada para la proteína de fusión Cc-CYFP. A la izquierda se 
muestra el western blot de extractos totales de células HEK293T transfectadas con la 
constucción Cc-CYFP, mientras que a la izquierda se muestra el western blot de células 
HEK293T no transfectadas. 
 
3.2.3.4. Análisis in vivo de las Interacciones  
 
Como se ha explicado anteriormente, los ensayos in vivo de la interacción del 
Cc con sus nuevas dianas mediante BiFC se realizaron en 17 de las 24 
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posibles dianas identificadas por medio del análisis proteómico. Asimismo, la 
expresión transitoria de las dianas del Cc fusionadas a la NYFP en los ensayos 
de BiFC fue comprobada por medio de Western blot, usando para ello un 
anticuerpo policlonal de conejo contra la EGFP (ver apartado 2.10, Materiales y 
Métodos). Como se aprecia en las figuras 44-48, todas las construcciones 
dieron una banda con la masa molecular esperada para las distintas 
construcciones, indicando que éstas se expresan correctamente. Con la 
excepción de las proteínas CSNKIIβ, CORO1A, TUBB y MCM7, se pudo 
confirmar la interacción in vivo entre el Cc y las 13 dianas restantes. Algunas 
de estas interacciones fueron detectadas en el citoplasma, concretamente 




Figura 44. Localización citoplásmica de las interacciones establecidas entre el Cc y 
eIF2α , YWHAE o MCM6 analizadas por BiFC. Las células transfectadas con las 
construcciones indicadas fueron tratadas con CPT 10 µM y analizadas 6 h después mediante 
microscopía de fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la expresión 
de la proteína de fusión determinada mediante Western blot. La escala representa 5 µm. Ver 






En cambio, otras (hnRNPC1/C2, PROX1 and SET) dan una señal para la 
reconstitución de la YFP que solapa con la señal nuclear del DAPI, lo que 





Figura 45. Localización nuclear de las interacciones establecidas entre el Cc y hnRNP 
C1/C2, PROX1 o SET analizadas por BiFC. Las células transfectadas con las construcciones 
indicadas fueron tratadas con CPT 10 µM y analizadas 6 h después mediante microscopía de 
fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la expresión de la proteína 
de fusión determinada mediante Western blot. La escala representa 5 µm. Ver Figura 40 para 
una explicación más detallada. 
 
Interesantemente, el resto de los complejos formados por el Cc de Homo 
sapiens analizados mediante BiFC (ANP32B-Cc, NPM-Cc, NCL-Cc, PVALB-






Figura 46. Localización núcleo-citoplásmica de los complejos entre Cc y PVALB, 
ANP32B, NCL, NPM, STRAP o HSPA5 analizadas por BiFC. Las células transfectadas con 
las construcciones indicadas fueron tratadas con CPT 10 µM y analizadas 6 h después 
mediante microscopía de fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la 
expresión de la proteína de fusión determinada mediante Western blot. La escala representa 5 
µm. Ver Figura 40 para más detalles. 
 
Por otro lado, se ha descrito que ALDOA cambia su localización celular 
dependiendo de las condiciones celulares. Así, es importante tener en cuenta 
que la translocación mitocondrial de la ALDOA ya ha sido descrita previamente 
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(Dukes et al., 2008). Así, antes de inducir apoptosis con CPT 10 µM la 
fluorescencia de la YFP, resultado de la interacción de ALDOA-Cc, presentaba 
un patrón punteado, lo que indica que la interacción ALDOA-Cc se produce en 
el interior de la mitocondria (Goldstein et al., 2005). Sin embargo, durante la 
apoptosis, la distribución de la fluorescencia de la YFP se extendía por todo el 
citoplasma, lo que indica la liberación del Cc en el citosol (Figura 47). 
 
 
Figura 47. Localización mitocondrial (0 horas) o citoplásmica (6 horas) de la interacción 
entre el Cc y ALDOA determinada por BiFC. Las células transfectadas con las 
construcciones correspondientes fueron tratadas con CPT 10 µM (línea inferior) o no tratadas 
con CPT 10 µM (línea superior), y analizadas 6 h después mediante microscopía de 
fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la expresión de la proteína 
de fusión determinada mediante Western blot. La escala representa 5 µm. Ver Figura 40 para 
más detalles. 
 
La ausencia de interacción entre Cc y CSNKIIβ, inferida a partir de la ausencia 
de reconstitución de la YFP, es mostrada en la figura 48. Es importante tener 
en cuenta que la interacción in vitro entre la CSNKIIβ y el Cc fue descrita in 
vitro en los años 70 (Yoshimura et al., 1979), aunque nosotros no pudimos 
detectarla in vivo mediante BiFC. Por lo tanto, la incapacidad para reproducir in 
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cell la interacción Cc-CSNKIIβ!mediante BiFC constituye un excelente control 




Figura 48. Control negativo de la interacción in vivo entre el Cc y CSNKIIβ . Las células 
transfectadas con las construcciones correspondientes fueron tratadas con CPT 10 µM y 
analizadas 6 h después mediante microscopía de fluorescencia. A la derecha se muestra la 
banda de la expresión de la proteína de fusión determinada mediante Western blot. La escala 
representa 5 µm. Ver Figura 40 para una explicación más detallada. 
 
3.2.4. Análisis in silico de los Complejos Formados entre el Citocromo c y 




La disponibilidad de los archivos de estructura para dos proteínas que se sabe 
que interaccionan nos permite modelar la posible estructura tridimensional del 
complejo mediante el uso de algoritmos de DOCKING  (Mintseris et al., 2005). 
Con el objetivo de identificar la superficie del Cc implicada en la interacción con 
aquellas dianas cuyo archivo de estructura estuviera depositado en el PDB, se 
empleó una algoritmo de DOCKING denominado BiGGER (ver apartado 2.11, 
Materiales y Metodos) (del inglés, Biomolecular Complex Generation with 




3.2.4.2. Complejo Citocromo c - ALDOA 
 
Los archivos de estructura usados para analizar mediante DOCKING el posible 
complejo entre el Cc y la ALDOA fueron 1J3S en el caso de Cc y 4ALD en el 
caso de ALDOA. Los resultados del DOCKING muestran como en la superficie 
de la ALDOA existen, al menos, dos zonas que son exploradas por el Cc, como 
se muestra en la figura 49. 
 
 
Figura 49. Complejo formado por el Cc y la ALDOA, determinado mediante técnicas de 
DOCKING. El Cc se representa en magenta, el grupo hemo en gris y la ALDOA se representa 
en celeste. Se observa como dos moléculas de Cc interaccionan con la ALDOA a través de la 
zona en torno al grupo hemo. 
 
En la figura 50 se muestra la distribución de los centros de masa del Cc sobre 
la estructura de la ALDOA, usando para ello los 100 complejos con mejor 
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puntuación global determinados mediante DOCKING, mostrando que el Cc 




Figura 50. Representación de los centros de masa del Cc en el complejo Cc-ALDOA. Se 
muestran los 100 modelos con mejor puntuación global obtenidos por DOCKING. El Cc 
aparece representado en magenta y ALDOA en celeste. 
 
Por su parte, en la figura 51 se muestra la distribución de los centros de masa 
de la ALDOA con respecto al Cc, usando para ello los 100 complejos 
determinados in silico mediante técnicas de DOCKING con mejor puntuación 
global. La distribución de los centros de masa de la ALDOA sobre el Cc 
muestran una única zona de interacción en la superficie del Cc, que coincide 




Figura 51. Representación de los centros de masa de la ALDOA en el complejo Cc-
ALDOA. Se muestran los 100 modelos con mejor puntuación global obtenidos por DOCKING. 
El Cc se representa en magenta, el grupo hemo en gris y la ALDOA en celeste. 
 
3.2.4.3. Complejo Citocromo c - ANP32B 
 
Para el estudio del complejo entre el Cc y la ANP32B, se empleó un modelo de 
homología para la proteína ANP32B basado en el archivo de estructura de 
ANP32A (2J30), para lo que se empleó el programa MODELLER. El complejo 
obtenido in silico mediante técnicas de DOCKING con mejor puntuación global 
se muestra en la figura 52.  
En este complejo, al igual que sucedió en el complejo ALDOA-Cc, la 
interacción del Cc con ANP32B se produce nuevamente a través de la zona 
que se localiza en torno al grupo hemo, como se puede apreciar en la figura 52, 
coincidiendo con la misma zona de interacción que el Cc emplea en su 
interacciones de transferencia de electrones (Ubbink y Bendall, 1997; König et 




Figura 52. Complejo formado por el Cc y la ANP32B, determinado mediante técnicas de 
DOCKING. El Cc se representa en magenta, el grupo hemo en gris y la ANP32B se representa 
en celeste. 
 
De igual manera se analizó la distribución de centros de masa del Cc respecto 
a la ANP32B y viceversa, usando para ello los 100 modelos con mejor 




Figura 53. Representación de los centros de masa del Cc en el complejo Cc-ANP32B. Se 
muestran los 100 modelos con mejor puntuación global obtenidos por DOCKING. El Cc 




Figura 54. Representación de los centros de masa de la ANP32B en el complejo Cc-
ANP32B. Se muestran los 100 modelos con mejor puntuación global obtenidos mediante 
técnicas de DOCKING. El Cc se representa en magenta, el grupo hemo en gris y la ANP32B 
aparece en celeste. 
 
3.2.4.4. Complejo Citocromo c - PVALB 
 
En el caso del complejo formado por el Cc y la PVALB determinado in silico 
mediante técnicas de DOCKING, encontramos tres resultados con una 
puntuación global muy parecida, lo que indica que el Cc podría estar 
explorando tres zonas de la superficie de la  PVALB con igual frecuencia, lo 
que se muestra a continuación en la Figura 55. Igualmente, se aprecia cómo en 
todos los casos el grupo hemo del Cc presenta una orientación similar con 
respecto a la PVALB. Finalmente, el modelo del complejo Cc-PVALB nos 
muestra como dos de las tres moléculas de Cc presentan su grupo hemo 





Figura 55. Complejo formado por el Cc y la PVALB, determinado mediante técnicas de 
DOCKING. El Cc se representa en magenta, el grupo hemo en color gris y la PVALB se 
representa en celeste. Los átomos de calcio aparecen representados en amarillo. 
 
La representación de la superficie de cada uno de los componentes del 
complejo Cc-PVALB nos permite ver que la interacción tiene un alto 
componente geométrico, como se demuestra por la enorme proximidad y el 
encaje perfecto de todos los componentes en el complejo (Figura 56). Además, 
las superficies de interacción implican áreas muy cercanas a los centros 
metálicos (grupos hemo o átomos de Ca2+) de los tres componentes del 




Figura 56. Complejo formado por el Cc y la PVALB, determinado mediante técnicas de 
DOCKING, mostrando la superficie de cada uno de los componentes. El Cc se representa 
en magenta, mientras que la PVALB se representa en celeste. 
 
Por otro lado, las Figuras 57 y 58 nos muestran la distribución de los centros de 
masa de la PVALB respecto al Cc (Figura 57) y viceversa (Figura 58). La 
PVALB en el modelo de DOCKING en su interacción con el Cc, al igual que en 
los casos anteriormente expuestos, explora principalmente la superficie que se 
encuentra en torno al grupo hemo, siendo esta la zona que los citocromos de 
tipo c emplean para interaccionar con todas las dianas fisiológicas que se han 
descrito, concretamente citocromo c1 (König et al., 1980), peroxidasa de 
citocromo c (Worrall et al., 2001) o citocromo b5 (Volkov et al., 2005). Por otro 
lado, en el modelo del complejo Cc-PVALB obtenido mediante DOCKING, se 
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aprecia que el Cc en su interacción con la PVALB explora dos sitios de unión, 
los cuales contienen los sitios de unión de Ca2+ de la PVALB. 
 
 
Figura 57. Representación de los centros de masa de la PVALB en el complejo Cc-
PVALB. Se muestran los 100 modelos con mejor puntuación global. El Cc se representa en 




Figura 58. Representación de los centros de masa del Cc en el complejo Cc-PVALB. Se 
muestran los 100 modelos con mejor puntuación global. El Cc se representa en magenta, la 
PVALB en celeste y los átomos de calcio en amarillo. 
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3.2.4.5. Complejo Citocromo c - YWHAE 
 
Como se muestra en la figura 59, también se analizó el complejo formado entre 
el Cc y la YWHAE mediante técnicas de DOCKING. En este caso, al igual que 
en los complejos anteriormente estudiados - ALDOA-Cc, ANP32B-Cc y PVALB-
Cc -  la zona de interacción del Cc vuelve a ser la zona que se localiza en torno 




Figura 59. Complejo formado por el Cc y la YWHAE, determinado mediante técnicas de 
DOCKING. El Cc se representa en magenta, el grupo hemo en gris y la YWHAE se representa 
en celeste.  
 
También se llevó a cabo el análisis de la distribución de centros de masa del 
Cc respecto a la YWHAE, usando para ello los 100 modelos con mejor 
puntuación global obtenidos mediante técnicas de DOCKING, obteniendo los 





Figura 60. Representación de los centros de masa del Cc en el complejo Cc-YWHAE. Se 
muestran los 100 modelos obtenidos mediante DOCKING con mejor puntuación global. El Cc 
aparece en magenta, el grupo hemo en gris y la YWHAE en celeste. 
 
3.2.5. Efecto de las Mutaciones en la Zona de Interacción del Citocromo c 
 
A partir de los datos de DOCKING pudimos delinear la zona de la superficie del 
Cc implicada en la interacción con las diferentes dianas analizadas, siendo en 
todos los casos aquella localizada en torno al grupo hemo. En la figura 61 se 
muestra la superficie del Cc, resaltando en magenta la zona propuesta como 
implicada en la interacción con estas dianas. 
Con el objetivo de analizar si la zona implicada en la interacción, tal y como se 
determinó in silico mediante técnicas de DOCKING, era correcta, se diseñaron 
mutantes puntuales (ver apartado 2.12, Materiales y Métodos) en el Cc que 




Figura 61. Representación de la superficie del Cc indicando la zona de interacción 
determinada a partir de los datos de DOCKING. En magenta se muestran los residuos 





Figura 62. Representación de la superficie del Cc (izquierda) y de la estructura del Cc 
(derecha). En celeste (derecha) se muestran los residuos mutados, Ile81 y Gln16. 
 
Ambos residuos se reemplazaron por aspártico, un amínoácido más pequeño y 
de carga negativa, con lo que pretendíamos estudiar tanto la importancia de la 
cadena lateral como de la carga. El efecto de las distintas mutaciones se 
analizó mediante BiFC, determinando la fluorescencia, consecuencia de la 
reconstrucción de la YFP en cada uno de los complejos analizados. 
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3.2.5.1. Efecto de las Mutaciones en el Complejo Citocromo c - PVALB 
 
En la figura 63 se muestran los efectos de los distintos mutantes en el complejo 
Cc-PVALB, observándose en ambos casos como el reemplazamiento por 
aspártico favorece la interacción, siendo el efecto de la sustitución I81D más 




Figura 63. Efecto de los diferentes mutantes de Cc en su interacción con la PVALB. Las 
células HEK293T fueron transfectadas con las construcciones indicadas, se trataron con CPT 
10 µM y 6 h después se analizaron mediante microscopía de fluorescencia. Se tomaron 
imágenes aleatorias y se determinó la señal de la YFP como unidades arbitrarias (A.U.) de 
fluorescencia en cada una de ellas. Los datos que se muestran en la gráfica son la media de al 
menos 10 imágenes independientes (Arriba). Abajo se muestran ejemplos de las imágenes 
tomadas para cada una de las condiciones ensayadas. 
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3.2.5.2. Efecto de las Mutaciones en el Complejo Citocromo c - ANP32B 
 
En la figura 64 se muestran los efectos de los distintos mutantes en el complejo 
Cc-ANP32B. En este caso se aprecia como ambas sustituciones, I81D y Q16D, 
no tienen efectos apreciables en la interacción del Cc y la ANP32B, mostrando 




Figura 64. Efecto de los diferentes mutantes de Cc en su interacción con la ANP32B. Las 
células se transfectaron con las construcciones indicadas, se trataron con CPT 10 µM y 6 h 
después se analizaron mediante microscopía de fluorescencia. Se tomaron imágenes 
aleatorias y se determinó la señal de la YFP como unidades arbitrarias (A.U.) de fluorescencia 
en cada una de ellas. Los datos que se muestran en la gráfica son la media de al menos 10 
imágenes independientes (Arriba). Abajo se muestran ejemplos de las imágenes tomadas para 
cada una de las condiciones ensayadas. 
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3.2.5.3. Efecto de las Mutaciones en el Complejo Citocromo c - ALDOA 
 
A continuación, se muestra el efecto de las mutaciones I81D y Q16D en la 
formación del complejo Cc-ALDOA (Figura 65). Se aprecia como la sustitución 
I81D tiene un efecto favorable, probablemente mediante la estabilización del 
complejo, mientras que la sustitución Q16D prácticamente carece de efecto 




Figura 65. Efecto de los diferentes mutantes de Cc en su interacción con la ALDOA. Las 
células se transfectaron con las construcciones indicadas, se trataron con CPT 10 µM y 6 h 
después se analizaron mediante microscopía de fluorescencia. Se tomaron imágenes 
aleatorias y se determinó la señal de la YFP como unidades arbitrarias (A.U.) de fluorescencia 
en cada una de ellas. Los datos que se muestran en la gráfica son la media de al menos 10 
imágenes independientes (Arriba). Abajo se muestran ejemplos de las imágenes tomadas para 
cada una de las condiciones ensayadas. 
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3.2.5.4. Efecto de las Mutaciones en el Complejo Citocromo c - YWHAE 
 
Finalmente, se muestra el efecto de ambas mutaciones sobre la formación del 
complejo Cc-YWHAE (Figura 66). Como se puede apreciar en la figura, 
mientras que la sustitución Q16D tiene un efecto pequeño sobre la interacción 
Cc-YWHAE, la sustitución I81D ejerce un fuerte efecto favorable sobre la 




Figura 66. Efecto de los diferentes mutantes de Cc en su interacción con la YWHAE. Las 
células se transfectaron con las construcciones indicadas, se trataron con CPT 10 µM y 6 h 
después se analizaron mediante microscopía de fluorescencia. Se tomaron imágenes 
aleatorias y se determinó la señal de la YFP como unidades arbitrarias (A.U.) de fluorescencia 
en cada una de ellas. Los datos que se muestran en la gráfica son la media de al menos 10 
imágenes independientes (Arriba). Abajo se muestran ejemplos de las imágenes tomadas para 
cada una de las condiciones ensayadas. 
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3.2.6. Inhibición del Efecto Anti-apoptótico de PVALB o NPM 
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del Cc en la función de algunas de sus 
dianas se tomaron como modelo las proteínas PVALB y NPM, las cuales han 
sido previamente descritas como proteínas anti-apoptóticas (Dekkers et al., 
2004; Dhar y St. Clair, 2009).  
En el caso de la PVALB, se pretendía además estudiar el efecto de los distintos 
mutantes del Cc diseñados a partir de los modelos obtenidos mediante 
DOCKING (I81D e I81K) sobre el efecto anti-apoptótico de la PVALB (ver 
apartado 2.12, Materiales y Métodos). Aparte, se estudió el efecto de la 
mutación de la Lys27 del Cc sobre la interacción Cc-PVALB, ya que en el 
modelo obtenido por DOCKING para el complejo Cc-PVALB, este residuo se 
encuentra cerca de uno de los sitios de unión de Ca2+ (Figura 67). 
 
 
Figura 67. Complejo Cc-PVALB determinado mediante DOCKING mostrando la Lys27. El 
Cc se muestra en magenta y la PVALB se muestra como superficie. Los átomos de calcio se 
muestran en verde. Se indica el residuo Lys27 del Cc, el cual ha sido mutado por por Glu o Ala. 
 
Concretamente, se ha descrito que la sobreexpresión de PVALB o de NPM 
producen una inhibición de la apoptosis inducida por un aumento en la 
Resultados! 165!!
concentración de Ca2+ intracelular (Dekkers et al., 2004) o por daños en el ADN 
(Dhar y St. Clair, 2009), respectivamente. 
Con el objetivo de comprobar si la interacción del Cc con estas dianas tiene 
importancia a nivel fisiológico, hemos sobreexpresado las construcciones 
PVALB-NYFP o NPM-NYFP conjuntamente con el fragmento CYFP con o sin el 
Cc fusionado. En los casos en los que se sobreexpresa la PVALB, la apoptosis 
se indujo mediante TG 2 µM, la cual aumenta la concentración de Ca2+ 
intracelular (Favero y Abramson, 1994). Por otro lado, cuando se sobreexpresó 
NPM la apoptosis se indujo mediante CPT 10 µM, el cual causa daños en el 
DNA (Johnson et al., 1997) (ver apartado 2.13, Materiales y Métodos). Como 
se muestra en las Figuras 68 y 69, la sobreexpresión tanto de PVALB como de 
NPM es suficiente para rescatar de la apoptosis a aquellas células en las que 
estas proteínas se están expresando, lo que se visualiza mediante la 
fluorescencia de la YFP, consecuencia de la reconstitución de ésta. La 
determinación del porcentaje de apoptosis se realizó mediante la tinción por 
DAPI, determinando el número de células apoptóticas positivas para DAPI en 
células positivas para la señal de la YFP (ver apartado 2.13, Materiales y 
Métodos). Sin embargo, la sobreexpresión del Cc en conjunto con la PVALB o 
NPM parece eliminar los efectos anti-apoptóticos de estas dianas en aquellas 
células en las que la reconstitución de la YFP, consecuencia de la formación de 
los complejos Cc-PVALB o Cc-NPM, ha tenido lugar (Figuras 68 y 69). Por lo 
tanto, el Cc parece interaccionar y, en consecuencia, secuestrar a las proteínas 
anti-apoptóticas PVALB o NPM, permitiendo de este modo que las células 
entren en apoptosis.  
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Es interesante tener en cuenta el hecho de que no se aprecien diferencias 
sustanciales en el porcentaje de células apoptóticas entre las células no 
transfectadas o transfectadas con los vectores vacíos y aquellas que 
sobreexpresan el Cc 24 h después de inducir apoptosis. Esto puede explicarse 
en base a que el Cc presente en el espacio intermembrana de la mitocondria 
de células no transfectadas es suficiente para la activación de la apoptosis, por 
lo que la sobreexpresión de Cc tiene un efecto menor. 
En el caso de la PVALB, para la cual se contaba con un modelo del complejo 
determinado in silico mediante técnicas de DOCKING (ver apartado 3.2.4.4, en 
Resultados), se analizó el efecto de los distintos mutantes de Cc (I81D, I81K, 
K27E y K27A) sobre el efecto anti-apoptótico de la PVALB en el complejo Cc-
PVALB. Como se aprecia en la figura 68, la sobre-expresión de PVALB y los 
mutantes I81D o I81K del Cc bloquea el efecto antiapoptótico de PVALB, 
permitiendo alcanzar niveles de apoptosis similares a las células HEK293T no 
transfectadas, transfectadas con los vectores vacios o transfectadas con 
PVALB y Cc WT. Estos resultados indican  que las mutaciones I81D e I81K no 
tienen efecto a nivel funcional y, como se muestra en la Figura 70, permiten la 
interacción Cc-PVALB. Igualmente, el uso de estos dos mutantes de Cc, en los 
que la Ile81 se reemplazó por aspártico o lisina, nos permitió observar que en 
ambos casos la interacción es más intensa que con el Cc WT (Figura 70). Esto 
nos permitió determinar que en realidad estas mutaciones favorecen la 
interacción Cc-PVALB, quizás como consecuencia de la reducción en el 
volumen de la cadena lateral, disminuyendo el efecto estérico de la cadena 
lateral de la isoleucina. 
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Por otra parte, también se analizó el efecto de los mutantes K27E y K27A. 
Ambos mutantes, como se muestra en la Figura 70 son capaces de 
interaccionar con la PVALB, lo que se deduce de la capacidad de reconstituir la 
fluorescencia de la YFP. Sin embargo, como se muestra en la Figura 68 ambos 
mutantes, a pesar de interaccionar con la PVALB, no son capaces de abolir el 
efecto anti-apoptótico de la PVALB, no observándose un aumento en los 




Figura 68. Inducción de apoptosis en HEK293T con TG 2 µM y efecto de la 
sobreexpresión de PVALB o de PVALB con Cc (WT y diferentes mutantes). Las células 
HEK293T transfectadas con las construcciones indicadas en la figura se trataron con TG 2 µM 
y tras 6 h se analizaron mediante microscopía de fluorescencia. El porcentaje de apoptosis se 
determinó como el cociente entre el número de células con núcleo apoptótico visualizado con 
DAPI en células positivas para YFP y el número total de células positivas para YFP en al 




Figura 69. Inducción de apoptosis en HEK293T con CPT 10 µM y efecto de la 
sobreexpresión de NPM o de NPM con Cc WT. Las células HEK293T transfectadas con las 
construcciones indicadas en la figura se trataron con CPT 10 µM y tras 6 h se analizaron 
mediante microscopía de fluorescencia. El porcentaje de apoptosis se determinó como el 
cociente entre el número de células con núcleo apoptótico visualizado con DAPI en células 
positivas para YFP y el número total de células positivas para YFP en al menos 10 imágenes 
aleatorias para cada construcción. Los datos son la media de tres experimentos 
independientes. 
 Al mismo tiempo, el aspecto apoptótico de los núcleos de células tratadas con 
TG 2 µM o CPT 10 µM visualizados mediante DAPI se correlacionan con 
cambios en la morfología de estas mismas células, característicos de un 
proceso apoptótico (Figuras 70 y 71). La pérdida de adherencia en las células 
co-expresando Cc con PVALB o NPM se correlaciona con una señal positiva 
para el DAPI, lo que sugiere que los complejos Cc-PVALB o Cc-NPM – 
corroborados mediante el ensamblaje de la YFP – activan la respuesta 
apoptótica. En cambio, las células en las que se sobreexpresó PVALB o NPM 
con el fragmento CYFP sin Cc presentan una forma alargada, mayor 





Figura 70. Imágenes de la Inducción de apoptosis en HEK293T con TG 2 µM y efecto de 
la sobreexpresión de PVALB o de PVALB con Cc (WT y diferentes mutantes). La escala 
representa 15 µm. 
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Figura 71. Inducción de apoptosis en HEK293T con CPT 10 µM y efecto de la 
sobreexpresión de NPM o de NPM con Cc WT. La escala representa 15 µm. 
 
3.3. Papel del Citocromo c en la PCD de Plantas 
 
3.3.1. Inducción de PCD en Células de Arabidopsis thaliana y Preparación 
de Extractos Totales 
 
Como se indicó anteriormente, la liberación del Cc desde la mitocondria hacia 
el citosol es un evento conservado a lo largo de la evolución, y la implicación de 
la mitocondria en la PCD en plantas ha sido propuesta en múltiples trabajos 
(Balk et al., 1999; Balk y Leaver, 2001) (ver apartado 1.7.3, Introducción). 
Resultados! 171!!
Por lo tanto, con el objetivo de identificar nuevas dianas del Cc de A. thaliana 
durante la PCD, que nos puedan servir como punto de partida para intentar 
determinar el, por ahora, esquivo papel del Cc durante la PCD vegetal, se 
prepararon extractos totales tanto de células creciendo en condiciones 
homeostáticas como de células en las que se indujo PCD mediante H2O2, 
siguiendo posteriormente una aproximación similar a la usada en el caso de las 
células humanas. Para ello se emplearon células MM2d de A. thaliana 
cultivadas en medio MS (ver apartado 2.1.2, Materiales y Métodos). La PCD 
fue inducida con H2O2 35 mM (Desikan et al., 1998), y las células fueron 
recogidas para la preparación de los extractos 6 horas después de inducir 
PCD, momento en el que el Cc ha sido liberado desde la mitocondria en el 
citosol, tal y como se ha descrito previamente (García-Heredia et al., 2008). 
Para comprobar que las células tratadas con H2O2 mueren por PCD se 
analizaron algunos de los marcadores que caracterizan al proceso de PCD en 
plantas, entre los que destacan la degradación de la clorofila, una dismunición 
en el contenido proteico debido a la activación de proteasas y una disminución 
paulatina en la viabilidad celular (Hörtensteiner, 2006).  
Tras 6 horas de la adición de H2O2 35 mM a células MM2d, se puede observar 
una reducción en los contenidos tanto de clorofila (Figura 72) como de proteína 
(Figura 73), mientras que la viabilidad celular se mantiene en torno a un 75 % 
(Figura 74). En cambio, 24 horas después de inducir PCD se aprecia como los 
contenidos tanto de proteína como de clorofila han disminuido drásticamente 
(Figuras 72 y 73), lo que indica la activación de eventos proteolíticos. De forma 
concordante se observa como transcurridas 24 horas tras la inducción de PCD 
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la viabilidad celular se ha reducido a un 20 %, mientras que en un cultivo no 
tratado se mantiene en torno al 100 %. 
 
 
Figura 72. Variación del contenido en clorofila en cultivos de A. thaliana tratados con 
H2O2 35 mM. A los tiempos indicados se extrayeron alícuotas del cultivo, determinando la 
concentración de clorofila (µg mL-1) (ver apartado 2.5.4, Materiales y Métodos). Los datos 
representan la media de tres experimentos independientes. 
 
 
Figura 73. Variación del contenido en proteína en cultivos de A. thaliana tratados con 
H2O2 35 mM. A los tiempos indicados se extrayeron alícuotas del cultivo, determinando la 
concentración de proteína (mg mL-1), tal y como se explicó en Materiales y Métodos (Apartado 
2.5.4). Los datos representan la media de tres experimentos independientes. 
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Figura 74. Viabilidad celular en cultivos de A. thaliana tratados con H2O2 35 mM (línea 
discontínua) o no tratados (línea contínua) determinada mediante el método de exclusión 
de azul Trypan.  A los tiempos indicados se extrayeron alícuotas de ambos cultivos. Los datos 
representan la media de tres experimentos independientes (ver apartado 2.5.2, Materiales y 
Métodos). En cada experimento se contaron al menos 300 células. 
 
Al mismo tiempo, se analizaron algunos marcadores morfológicos 
característicos de la PCD vegetal, como la condensación citoplásmica, la 
disminución de la clorofila o la condensación de la cromatina (Houot et al., 
2001). Las Figuras 75.B y 75.C muestran células MM2d muertas teñidas con 
azul Trypan 24 horas después de inducir PCD con H2O2, en comparación con 
células no tratadas (Figura 75.A). De modo similar, en células tratadas con 
H2O2 tras 24 horas se hace apreciable la condensación citoplásmica (Figura 
75.G) cuando se comparan con células no tratadas (Figura 75.E). Igualmente, 
se aprecia una importante señal de condensación nuclear en células tratadas 
cuando se tiñen con DAPI, así como una reducción en la fluorescencia debida 
a la clorofila (en rojo) (Figura 75.F) al compararlas con células control (Figura 




Figura 75. Marcadores de PCD vegetal en cultivos de A. thaliana. Seguimiento de 
marcadores de PCD vegetal, como condensación citoplásmica y nuclear o degradación de la 
clorofila en cultivos de A. thaliana tratados con 35 mM H2O2 (B, C, F y G) o no tratadas (A, D y 
E). Células de A. thaliana, no tratadas (A) o tratadas (B y C) fueron teñidas con azul Trypan 
para determinar el porcentaje de viabilidad. Igualmente, se muestran en campo visible células 
no tratadas (E) o tratadas (G) donde se aprecia la condensación citoplásmica. Se muestra una 
imagen de estas mismas células en microscopía de fluorescencia, células tratadas (F) y células 
no tratadas (D), donde el núcleo aparece en azul gracias a la tinción con DAPI y la clorofila en 
rojo gracias a su auto-fluorescencia. CS: condensación citoplásmica; CW: pared celular. 
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En conjunto todos estos cambios bioquímicos y morfológicos señalan la 
ocurrencia de un proceso de PCD inducido por el tratamiento con H2O2. 
 
3.3.2. Identificación de Nuevas Dianas del Citocromo c de Arabidopsis 
thaliana 
 
3.3.2.1. Cromatografía de Afinidad 
 
Para la identificación de nuevas dianas del Cc de A. thaliana (Cc) durante la 
PCD vegetal se empleó una aproximación proteómica basada en cromatografía 
de afinidad, de manera similar a la utilizada en el caso de H. sapiens. 
Igualmente se empleó la matriz TS-4B, la cual puede unir covalentemente 
proteínas a través de cisteínas libres. El Cc de A. thaliana, al igual que sucedía 
con el Cc de H. sapiens, sólo presenta dos residuos de cisteína en su cadena 
polipeptídica, los cuales están implicados en la unión covalente del grupo hemo 
por medio de dos enlaces tioéter (Allen et al., 2002). Por lo tanto, fue necesario 
introducir un residuo de cisteína adicional mediante PCR mutagénica, a través 
del cual poder unir covalentemente el Cc de A. thaliana a la matriz TS-4B 
mediante un puente disulfuro. Esto se logró mediante el reemplazamiento de 
una alanina en el extremo carboxi-terminal, obteniendo así el mutante A111C 
(ver apartado 2.3.1, Materiales y Métodos). 
Una vez purificada esta variante del Cc de A. thaliana mediante cromatografía 
de intercambio iónico (Rodríguez-Roldán et al., 2006) (ver apartado 2.3.2, 
Materiales y Métodos), se unieron 30 mg de A111C a la matriz TS-4B según el 
protocolo descrito previamente en la literatura (Azzi et al., 1982), para obtener 
de este modo la columna A111C TS-4B. De igual modo, se preparó una 
columna control, para lo que la matriz TS-4B se trató del mismo modo, salvo 
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Figura 76. Columnas de tiol-sefarosa 4B usadas para la cromatografía de afinidad. 




Los extractos totales obtenidos a partir de células MM2d tratadas o no tratadas 
con H2O2 35 mM fueron pasados a través de columnas de TS-4B con Cc unido 
(A111C TS-4B) o sin Cc unido (columna control). Las posibles dianas del Cc 
fueron eluidas incrementando la fuerza iónica (ver apartado 2.7.2, Materiales y 
Métodos), preparadas y analizadas mediante nanoLC-MS/MS, (ver apartado 
2.8.5, Materiales y Métodos). 
De este modo se obtuvieron cuatro tipos de muestras diferentes dependiendo 
de las condiciones experimentales: i) proteínas procedentes de células no 
tratadas con H2O2 35 mM purificadas usando una columna blanco, ii) proteínas 
procedentes de células tratadas con H2O2 35 mM purificadas usando una 
columna blanco, iii) proteínas procedentes de células no tratadas con H2O2 35 
mM purificadas usando una columna A111C TS-4B, y iv) proteínas procedentes 
de células tratadas con H2O2 35 mM purificadas usando una columna A111C 
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TS-4B. Las muestras fueron concentradas mediante liofilización de forma 
individual y analizadas mediante nanoLC-MS/MS (Figura 77). 
 
Figura 77. Identificación de nuevas dianas del Cc de A. thaliana. Aproximación empleada 
para la identificación de nuevas dianas del Cc mediante cromatografía de afinidad y análisis 
posterior por medio de nanoLC-MS/MS. 
 
Para ensayos posteriores se tuvieron en cuenta exclusivamente aquellas 
proteínas que se identificaron a partir de las muestras proteícas procedentes de 
células tratadas con H2O2 35 mM purificadas usando una columna A111C TS-
4B, las cuales se indican en la Tabla 11, es decir, aquellas proteínas que 
podrían ser dianas del Cc citosólico en condiciones de PCD. La localización 
celular mostrada en la tabla es la extraída de las bases de datos PUBMED 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) y TAIR (www.arabidopsis.org/). 
178$ Jonathan$Martínez$Fábregas!!
Resultados! 179!!
3.3.3. Verificación de la Interacción del Citocromo c con sus Dianas en 
Protoplastos Mediante BiFC 
 
Los cDNAs codificantes tanto del Cc de A. thaliana como de las dianas del Cc 
de A. thaliana fueron adquiridos a ABRC (http://www.arabidopsis.org/abrc). De 
las 11 proteínas identificadas por proteómica (Tabla 11) sólo 9 pudieron ser 
amplificadas mediante PCR, no pudiendo ser obtenidas ni API5-1 ni API5-2 . El 
cDNA del Cc de A. thaliana fue fusionado al extremo amino-terminal del 
fragmento C-YFP en el vector pSPYCE, mientras que las dianas del Cc de A. 
thaliana fueron fusionadas en el extremo amino-terminal del fragmento N-YFP 
en el vector pSPYNE (Walter et al., 2004). En la tabla 6 (ver apartado 2.9.2, 
Materiales y Métodos) se muestran los oligonucleótidos que se diseñaron para 
la amplificación mediante PCR de los distintos cDNAs, introduciendo los sitios 
de restricción apropiados para su posterior clonación en los vectores 
anteriormente mencionados (Figura 28, Materiales y Métodos). 
La transformación de los protoplastos se realizó según el método descrito por 
Sheen (2002), y los resultados del BiFC se obtuvieron 24 horas después de 
inducir PCD con H2O2 35 mM (Figura 78). Como se aprecia en la Figura 78, 
todas las dianas del Cc de A. thaliana obtenidas mediante cromatografía de 
afinidad, identificadas mediante nanoLC-MS/MS y ensayadas mediante BiFC 
interaccionan in vivo con el Cc bajo condiciones de PCD. Como se aprecia en 
todos los casos, la señal YFP se localiza en el citoplasma celular, lo que indica 
que la interacción entre el Cc de A. thaliana y estas dianas se produce a nivel 
citoplásmico. Como control negativo se emplearon protoplastos no 
transfectados, utilizando su auto-fluorescencia como límite a partir del cuál 
establecer las interacciones positivas. 
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Figura 78. Análisis de la interacción entre el Cc de A. thaliana y sus nuevas dianas en 
protoplastos mediante BiFC. Los protoplastos obtenidos y transfectados con las 
construcciones indicadas en cada caso (ver apartado 2.9.5, Materiales y Métodos) se trataron 
con H2O2 35 mM como inductor de muerte celular, y 24 horas después se visualizaron 
mediante microscopía de fluorescencia. En cada caso a la izquierda se muestra la imagen en 
campo claro y a la derecha la imagen de microscopía de fluorescencia donde el núcleo aparece 
en azul gracias al DAPI, la clorofila en rojo y la señal debida a la reconstitución de la YFP en 
verde. La escala representa 10 µm.  
 
3.3.4. Verificación de la Interacción del Citocromo c con sus Dianas en 
Células HEK293T Mediante BiFC 
 
Con el objetivo de comprobar la capacidad de las dianas del Cc de A. thaliana 
de interaccionar con éste en un sistema heterólogo independiente, y en el que 
la PCD está bien descrita, se ensayó esta interacción en células humanas 
HEK293T mediante BiFC en condiciones apoptóticas. Tanto el cDNA del Cc de 
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A. thaliana como los cDNAs de sus dianas fueron clonados en los vectores 
pCYFP y pNYFP, respectivamente (Gandia et al., 2008). Con este objetivo, se 
diseñaron los oligonucleótidos apropiados para la amplificación de los cDNAs 
mediante PCR (ver apartado 2.9.3, Materiales y Métodos), introduciendo al 
mismo tiempo los sitios de restricción apropiados para su posterior clonación 
en los vectores anteriormente indicados (Figura 29, Materiales y Métodos).  
Concretamente, el cDNA del Cc de A. thaliana fue fusionado al extremo amino-
terminal del fragmento C-YFP en el vector pCYFP, mientras que las dianas del 
Cc de A. thaliana fueron fusionados al extremo amino-terminal del fragmento N-
YFP en el vector pNYFP, usándose para la transfección de las células 
HEK293T. 
Al igual que en el caso de las construcciones estudiadas en humanos, en este 
caso la expresión transitoria de las dianas del Cc fusionadas a la NYFP en los 
ensayos de BiFC fue comprobada por medio de Western blot, usando para ello 
un anticuerpo policlonal de conejo contra la EGFP (ver apartado 2.10, 
Materiales y Métodos). Como se muestra posteriormente en las figuras 80-83, 
todas las construcciones analizadas dieron una banda con la masa molecular 
esperada para las distintas construcciones, indicando que éstas se expresan 
correctamente. 
En este estudio, al igual que en las construcciones ensayadas en el caso de 
humanos, se emplearon además los vectores pBiFC-bFosYC155 y pBiFC-
bJunYN155 como controles positivos, mientras que los vectores pBiFC-
bFosΔZipYC155 y pBiFC-bJunYN155 sirvieron como controles negativos (Hu et 
al., 2002), lo que se muestra en la Figura 79. 
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Figura 79. Control positivo (pBiFC-bFosYC155 + pBiFC-bJunYN155) y control negativo 
(pBiFC-bFosΔZIPYC155 y pBiFC-bJunYN155) empleados en la realización de los 
experimentos de BiFC de las dianas del Cc de A. thaliana en células HEK293T. A la 
izquierda se muestra la señal debida a la reconstitución de la YFP, a continuación la célula en 
campo visible y el núcleo en azul mediante la tinción con DAPI. Finalmente (derecha) se 
muestra la superposición de la señal de la YFP + DAPI. La escala representa 5 µm. 
 
Las células HEK293T fueron transfectadas tal y como se explicó anteriormente 
en Materiales y Métodos (ver apartado 2.9.4). En la figura 80 se muestra el 
análisis de la interacción in vivo de eIF2γ y BiP1 con el Cc cuya interacción se 
produce a nivel citoplásmico, tal y como se deduce a partir de la reconstitución 
de la YFP.  
Los complejos formados entre el Cc de A. thaliana y alguna de sus dianas 
(concretamente NRP1 y TCL), dieron lugar a la reconstitución de la YFP en el 
núcleo, lo que se puede determinar a partir del solapamiento que se produce 
entre la fluorescencia de la YFP y la del DAPI (marcador nuclear), lo que indica 
que la interacción entre el Cc y estas dianas se produce probablemente a nivel 
nuclear. La Figura 81 muestra el resultado del análisis de estas interacciones in 





Figura 80. Localización citoplásmica de las interacciones entre el Cc de A. thaliana y sus 
dianas eIF2γ  y BiP1 determinada mediante BiFC. Las células transfectadas con las 
construcciones correspondientes fueron tratadas con CPT 10 µM y analizadas 6 horas después 
mediante microscopía de fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la 
expresión de la proteína de fusión determinada mediante western. La escala representa 5 µm. 
 
 
Figura 81. Localización nuclear de las interacciones entre el Cc de A. thaliana y sus 
dianas NRP1 y TCL determinada mediante BiFC. Las células transfectadas con las 
construcciones correspondientes fueron tratadas con CPT 10 µM y analizadas 6 horas después 
mediante microscopía de fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la 
expresión de la proteína de fusión determinada mediante western. La escala representa 5 µm.  
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Igualmente, algunos de estos complejos, concretamente aquellos establecidos 
entre GLY2, Sm/D1, BiP2 o RD21 y el Cc de A. thaliana dieron lugar a señales 
núcleo-citoplásmicas, como se deduce a partir de la reconstitución de la 




Figura 82. Localización núcleo-citoplásmica de las interacciones entre el Cc de A. 
thaliana y alguna de sus dianas (GLY2, Sm/D1, BiP2 y RD21) determinada mediante BiFC. 
Las células transfectadas con las construcciones correspondientes fueron tratadas con CPT 10 
µM y analizadas 6 horas después mediante microscopía de fluorescencia. A la derecha se 
muestra la banda correspondiente a la expresión de la proteína de fusión determinada 
mediante western. La escala representa 5 µm. 
 
También resulta importante destacar que la interacción entre el Cc de A. 
thaliana y la GAPDC1 mostró dos posibles localizaciones. En condiciones 
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homeostáticas, es decir, antes de inducir apoptosis con CPT 10 µM, la 
formación del complejo Cc-GAPDC1 presentaba un patrón punteado similar al 
mostrado en el caso del complejo Cc-ALDOA, lo que indica localización 
mitocondrial (Goldstein et al., 2005). Es importante tener en cuenta que la 
localización mitocondrial de la GAPDH ha sido descrita anteriormente en 
mamíferos (Tarze et al., 2007), estando implicada en la permeabilización 
mitocondrial que favorece la liberación de, entre otros, el Cc en condiciones 
apoptóticas. Sin embargo, en condiciones apoptóticas tras 6 horas de inducir 
apoptosis con CPT 10 µM el complejo Cc-GAPDC1 se localizaba a nivel 
citoplásmico, como se deduce de la fluorescencia de la YFP (Figura 83), lo que 




Figura 83. Localización mitocondrial (0 horas) o citoplásmica (6 horas) de la interacción 
entre el Cc de A. thaliana y la GAPDC1 determinada mediante BiFC. Las células 
transfectadas con las construcciones correspondientes fueron tratadas con CPT 10 µM durante 
6 horas (línea inferior) o no tratadas (línea superior) y analizadas después mediante 
microscopía de fluorescencia. A la derecha se muestra la banda correspondiente a la expresión 
de la proteína de fusión determinada mediante western. La escala representa 5 µm. 
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En conjunto, estos resultados demuestran que la interacción del Cc de A. 
thaliana con sus nueve dianas aisladas por cromatografía de afinidad, 
identificadas mediante proteómica y ensayadas por BiFC en protoplastos, es 
igualmente reproducible mediante BiFC en células humanas HEK293T tras 
inducir apoptosis con CPT 10 µM. 
Es importante tener en cuenta que en todos los casos ensayados, la 
localización de la interacción determinada mediante la reconstitución de la YFP 
coincide tanto en protoplastos como en células HEK293T (Figuras 78, 80-83), 
salvo en el caso de NRP1 y TCL, que en protoplastos da lugar a una señal 
difusa por toda la célula (Figura 78), mientras que en HEK293T da una señal 
claramente nuclear (Figura 81). Esta diferencia respecto a la localización de los 
complejos puede tener múltiples explicaciones, como la diferencia en el 
inductor de PCD (H2O2 vs. CPT), diferente tiempo de inducción de PCD (24 
horas en protoplastos vs. 6 horas en HEH293T) o la diferencia de organismo 
(células de A. thaliana vs. células HEK293T) 
 
3.4. Citocromo c: Una Proteína Estructuralmente Conservada a 
lo Largo de la Evolución 
 
El Cc respiratorio es una proteína ampliamente conservada a lo largo de la 
evolución (ver apartado 1.6, Introducción), tanto a nivel de secuencia (Figura 
14) como a nivel de estructura (Figuras 84 y 85) (Baba et al., 1981), desde 
plantas hasta humanos. Esto se relaciona con su papel esencial en la 
transferencia de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial entre los 
complejos III y IV (Figura 16). 
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Figura 84. Comparación de la estructura del Cc de H. sapiens  y del Cc de A. thaliana. A 
la izquierda, en magenta, se muestra el Cc de H. sapiens y a la derecha, en verde, el Cc de A. 
thaliana, mientras que el hemo en ambos casos aparece en color gris. 
 
Figura 85. Comparación de la estructura a nivel de superficie del Cc de H. sapiens  y del 
Cc de A. thaliana. A la izquierda se muestra la superficie del Cc de H. sapiens, mientras que a 
la derecha se muestra el Cc de A. thaliana. 
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Con el objetivo de comprobar el grado de conservación entre ambas proteínas, 
en cuanto a su capacidad de reemplazarse en la interacción con las distintas 
dianas, se realizaron los cruces del Cc de A. thaliana y las dianas del Cc de H. 
sapiens y viceversa, analizando la interacción mediante BiFC. Para ello, las 
células HEK293T se transfectaron con las construcciones correspondientes y 
tras 24 horas se trataron con CPT 10 µM durante 6 horas. Los resultados se 
muestran en las Figuras 86 y 87, respectivamente. Al igual que en los casos 
anteriores los vectores pBiFC-bFosYC155 y pBiFC-bJunYN155 se emplearon 
como controles positivos, mientras que los vectores pBiFC-bFosΔZipYC155 y 
pBiFC-bJunYN155 sirvieron como controles negativos (Hu et al., 2002), lo que 
se muestra en la Figura 88. 
 
Figura 86. Análisis mediante BiFC de la interacción del Cc de A. thaliana (AtCc) y las 
dianas del Cc de H. sapiens. En todos los casos se muestra a la izquierda la fluorescencia 
correspondiente a la YFP, y a la derecha la imagen superpuesta de la fluorescencia del DAPI 
(núcleo) y la YFP. La escala representa 5 µm. 
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Figura 87. Análisis mediante BiFC de la interacción del Cc de H. sapiens (HsCc) y las 
dianas del Cc de A. thaliana. En todos los casos se muestra a la izquierda la fluorescencia 
correspondiente a la YFP, y a la derecha la imagen superpuesta de la fluorescencia del DAPI 




Figura 88. Imágenes mostrando tanto el control positivo (pBiFC-bFosYC155 + pBiFC-
bJunYN155) como el control negativo (pBiFC-bFosΔZipYC155 + pBiFC-bJunYN155) 
usado en los ensayos de BiFC. A la izquierda se muestra la señal debida a la reconstitución 
de la YFP, y a la derecha la superposición de la señal de la YFP y el núcleo teñido con DAPI. 
La escala representa 5 µm. 
 
Como se muestra en las Figuras 86 y 87, ambos citocromos son capaces de 
reemplazarse mutuamente en la interacción con la mayoría de las dianas 
identificadas en este trabajo, con la excepción de tres dianas del Cc de A. 
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thaliana (BiP1, eIF2γ y NRP1), las cuales no son capaces de interaccionar con 
el Cc de H. sapiens, como se deduce a partir de la ausencia de señal por parte 
de la YFP (Figura 87). Por el contrario, todas las dianas identificadas en el caso 
del Cc de H. sapiens se mostraron capaces de interaccionar con el Cc de A. 
thaliana (Figura 86). 
La existencia de tres dianas del Cc de A. thaliana que no son reconocidas por 
el Cc de H. sapiens, a pesar de que ambos citocromos comparten un alto grado 
de identidad (66 %), se puede explicar en base a las pequeñas diferencias 
existentes entre ambos citocromos, las cuales residen principalmente en el 
extremo amino terminal, como se muestra en la Figura 89. 
 
 
Figura 89. Identidad del Cc de H. sapiens y el Cc de A. thaliana. Comparación del grado de 

























“By the time I was born, more of me died than survived. 
It was no wonder I cannot remember; during that time 
I went through brain after brain for nine months, 
finally contriving the one model that could be human, 




























Las funciones desempeñadas in vivo por muchos de los componentes 
implicados en la ruta de señalización apoptótica, tales como los miembros de la 
familia Bcl-2, las caspasas y APAF1, han podido ser establecidas mediante una 
aproximación genética (revisado por Elmore, 2007). Sin embargo, esta 
aproximación ha sido escasamente empleada en el caso concreto del Cc, con 
la excepción de dos trabajos que conducen a diferentes conclusiones (Li et al., 
2000, Vempati et al., 2007), debido al papel esencial que desempeña durante 
la respiración mitocondrial.  
En el caso del trabajo realizado por Li y colaboradores (Li et al., 2000) se 
obtuvo una línea celular knockout para el Cc, la cual mostraba resistencia a los 
inductores de la ruta apoptótica intrínseca, mientras que manifestaban una 
sensibilidad aumentada a los inductores de la ruta extrínseca. Posteriormente, 
Vempati y colaboradores (Vempati et al., 2007) demostraron que la línea 
celular desarrollada por el grupo de Li estaba expresando un isoforma del Cc 
específica de testículos. Por lo que Vempati y colaboradores eliminaron ambas 
isoformas del Cc, observando que la línea celular resultante era resistente a 
ambos tipos de inductores, tanto a inductores de la ruta apoptótica intrínseca 
como a inductores de la extrínseca. 
Este papel central del Cc en la activación de la PCD sólo ha podido ser  
establecido en el caso de mamíferos, aunque resulta interesante tener en 
cuenta que la liberación del Cc desde la mitocondria hacia el citosol ha sido 
descrita en una enorme variedad de organismos, como levaduras (Giannattasio 
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et al., 2008), plantas (Balk et al., 1999), moscas (Arama et al., 2006) y 
mamíferos (Liu et al.,1996), siendo un evento altamente conservado a lo largo 
de la evolución. 
Igualmente, resulta interesante el hecho de que en torno al 90 % del Cc de la 
mitocondria se encuentra secuestrado en el interior de las crestas 
mitocondriales, no estando de este modo disponible para el transporte 
electrónico (Delivani y Martin, 2006). Por otra parte, la interacción del Cc con 
APAF1 ocurre aguas arriba de la cascada de señalización, provocando la 
activación de las caspasas iniciadoras que activan a las caspasas efectoras, lo 
que provoca la amplificación de la señal apoptótica, de modo que a priori la 
cantidad de Cc necesaria para la activación de esta cascada de señalización 
debería de ser pequeña. Teniendo en cuenta ambos aspectos, la concentración 
de Cc en el espacio intermembrana de la mitocondria (0,5-5 mM, Forman y 
Azzi, 1997) resulta extremadamente alta, por lo que surge la pregunta acerca 
de si el Cc podría estar implicado de algún modo en la regulación de otros 
procesos durante la PCD, aparte de la activación de la cascada proteolítica. 
Aparte de esta función, bien establecida in vitro del Cc durante la apoptosis en 
mamíferos, recientemente se han propuesto nuevas posibles funciones para el 
Cc durante la apoptosis, basadas en la detección del Cc en otros 
compartimentos. Mientras que algunos grupos sugieren que el Cc participa 
exclusivamente en la formación del apoptosoma y, consecuentemente, en la 
activación de las caspasas (Solary et al., 2008), otros grupos han propuesto 
recientemente que el Cc durante la apoptosis es translocado tanto al núcleo 
(Nur-E-Kamal et al., 2004) como al retículo endoplásmico (Boehning et al., 
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2005), lo que abre la posibilidad a nuevas funciones, aún no exploradas, del Cc 
durante la apoptosis. 
 
4.1.2. Red de Interacciones del Citocromo c Durante la Apoptosis 
 
Este estudio ha permitido identificar al Cc de H. sapiens como una proteína 
promiscua, capaz de interaccionar con al menos 13 dianas durante la 
apoptosis, actuando como la pieza central de una compleja red regulatoria. En 
la Figura 90 se muestran las principales funciones de las proteínas 
identificadas en este trabajo como dianas del Cc de H. sapiens, usando para 
ello un diagrama dividido en cinco grupos funcionales, dentro de los cuales se 
pueden asignar estas proteínas en base a las funciones descritas para cada 




Figura 90. Principales funciones de las nuevas dianas del Cc de H. sapiens. Las dianas 
del Cc de H. sapiens identificadas en este trabajo se pueden clasificar en 5 grandes grupos 




En la Figura 91 se muestra la compleja red de interacciones en las que el Cc 
de H. sapiens se encuentra implicado, como se puede deducir a partir de los 
datos obtenidos en este trabajo. 
 
 
Figura 91. Red de interacciones del Cc de H. sapiens. Esquema del entramado de 
interacciones que establece el Cc de H. sapiens con las dianas identificadas en este trabajo. El 
código de colores es el mismo empleado en la figura 90. 
 
Como se mostraba en la figura 90, las dianas del Cc de H. sapiens 
identificadas en este trabajo se pueden clasificar en cinco grandes grupos 
funcionales (Reparación del ADN, Rutas de supervivencia celular, Rutas 
metabólicas bloqueadas durante la apoptosis, inhibición de caspasas e 









El complejo SET se encuentra constituido por las proteínas SET, pp32, HMG-2, 
APE1, NM23-H1 y TREX1 (Chowdhury et al., 2006) (Figura 91). Se ha 
demostrado que, bajo condiciones homeostáticas, el complejo SET se localiza 
asociado al retículo endoplásmico, pero que en respuesta a estrés oxidativo es 
movilizado hacia el interior del núcleo (Chowdhury et al., 2006). Asimismo, se 
ha propuesto que el complejo SET podría estar implicado en la reparación de 
fenómenos de rotura de ADN monocatenario, los cuales aparecen en 
condiciones de estrés oxidativo. Esta función se realizaría mediante un 
mecanismo conocido como excisión de base (Demple y DeMott, 2002), a través 
de alguno de los miembros del complejo, concretamente APE1 y, 
posiblemente, TREX1 y NM23-H1 (Chowdhury et al., 2006). 
 
4.1.2.1.2. NPM y hnRNP C1/C2 
 
Las roturas de doble cadena de ADN pueden ser generadas por factores 
externos – inhibidores de la topoisomerasa (por ej. CPT) –, aunque también se 
producen en condiciones fisiológicas – durante la replicación del ADN. A lo 
largo de la evolución se ha producido el desarrollo tanto de los mecanismos 
para la detección de daño en el ADN como para la activación de los 
mecanismos de reparación de ADN, así como de los puntos de control del ciclo 
celular (Sancar et al., 2004). Recientemente se ha demostrado que tanto NPM 
como hnRNP C1/C2 son capaces de unirse a la cromatina en respuesta a 
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daños de doble cadena en el ADN, jugando un papel clave en la reparación del 
ADN y/o en la respuesta al daño (Lee et al., 2005) (Figura 92). 
 




La proteína PROX1 es un factor transcripcional implicado en el control del 
desarrollo de la vasculatura linfática (Wigle y Oliver, 1999). De forma reciente 
se ha conseguido demostrar que PROX1 es una diana de SUMO-1, y que esta 
sumoilación modula tanto su unión al ADN como su actividad transcripcional 
(Pan et al., 2009). Asímismo se ha observado que la sobreexpresión de 
PROX1 parece provocar la sobreexpresión de marcadores de supervivencia 
celular y proliferación, tales como VEGFR3 (Karpanen y Alitalo, 2008), FGFR3 
(Kang et al., 2007) y p57 (Chang et al., 2003). Además, se ha demostrado que 
PROX1 facilita la supervivencia celular y la proliferación a través de la ruta de 




Las proteínas de la familia 14-3-3 están implicadas en la regulación de un 
amplio rango de procesos celulares, tales como respuestas inflamatorias, 
señalización mitogénica y de supervivencia celular, ciclo celular, actividad 
transcripcional, replicación del ADN, respuesta frente a daño en el ADN y 
apoptosis (Zuo et al., 2010). YWHAE es un miembro citoplasmático de esta 
familia, que ha sido implicado en la regulación de múltiples rutas de 
señalización de supervivencia celular, tales como TNF-α/NF-κβ y PI-3K/AKT 





Se ha conseguido identificar a STRAP como una de las dianas de PDK1 
(Seong et al., 2005). En este estudio se demostró que la co-expresión de PDK1 
y STRAP es capaz de suprimir la muerte celular apoptótica. Estos resultados 
sugieren que STRAP desempeña un papel importante en la modulación de la 
ruta de señalización de supervivencia mediada por PDK1. Además, STRAP no 
sólo regularía a PDK1 de forma positiva, sino que además parece estar 
regulando la actividad de las dianas de PDK1, activando a AKT e inhibiendo a 
Bad (Seong et al., 2005), promoviendo de este modo la supervivencia celular 
(Figura 92). 
 
4.1.2.2.4. HSPA5  
 
La chaperona HSPA5 se localiza principalmente en el lumén del retículo 
endoplásmico, aunque en menor medida también ha podido ser detectada en el 
citosol, en el núcleo y en la superficie celular (Rao et al., 2002, Reddy et al., 
2003, Shani et al., 2008). En condiciones de estrés del retículo endoplásmico 
(por ej. acumulación de proteínas mal plegadas), se ha propuesto que HSPA5 
es liberada desde el retículo endoplásmico hacia el citosol, donde parece 
interaccionar con el complejo IKK (Shkoda et al., 2007), promoviendo de este 
modo la supervivencia y la proliferación celular a través de NF-κβ. Por otro 
lado, se ha demostrado que HSPA5 es capaz de interaccionar físicamente con 
Raf-1, la cual ha sido descrita como la responsable de la fosforilación e 
inactivación de Bad, lo que resulta en la resistencia de las células a la 
apoptosis (Jin et al., 2005), la estabilización de la membrana mitocondrial y la 
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inhibición de la apoptosis inducida por estrés del retículo endoplásmico (Shu et 




Se sabe que la chaperona HSP70 está implicada en la protección de las 
células frente a la apoptosis inducida por medio de muy diversos factores, 
como por ejemplo: choque térmico, TNF-α, ausencia de factores de 
crecimiento, estrés oxidativo o radiación (Arya et al., 2007). Recientemente, se 
ha demostrado que NCL actuaría aguas abajo como efector de HSP70 en la 
protección de las células contra la apoptosis inducida por estrés oxidativo 
(Jiang et al., 2010). 
 




Se ha propuesto que la inhibición de la síntesis de proteínas es capaz de 
provocar un aumento en la apoptosis mediada por diferentes estímulos 
(Polunovsky et al., 1994). Bajo condiciones apoptóticas, se ha demostrado que 
eIF2α es fosforilada por PKR, y que esta modificación post-traduccional de 
eIF2α provoca una inhibición de la traducción durante la apoptosis (Saelens et 
al., 2001), lo que constituye un evento esencial para el inicio de la autofagia 
(Kouroku et al., 2007). 
 
 4.1.2.3.2. MCM6 
 
MCM6 es uno de los miembros del complejo MCM (del inglés, 
MiniChromosome Maintenance) y un componente clave del complejo de pre-
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replicación (pre-RC), el cual es necesario para la iniciación de la síntesis del 
ADN en organismos eucariotas (Lei y Tye, 2001). Durante el ciclo celular, se ha 
demostrado que el complejo MCM es fosforilado, lo que produce la activación 
de la replicación del ADN. Por el contrario, tras daños en el ADN, p53 es 
activado e inhibe la replicación del ADN (Cox et al., 1995), reprimiendo los 
genes que codifican para las proteínas MCM (Kho et al., 2004) y regulando la 
estabilidad de las proteínas que forman parte del complejo pre-RC (Duursma y 
Agami, 2005). 
 




ANP32B está implicada en la regulación de la expresión génica, bien actuando 
como una chaperona de histonas o bien modulando el tráfico del ARNm 
sirviendo como un ligando de HuR (She et al., 2010). Además, ANP32B puede 
actuar como un inhibidor de la caspasa-3, ya que el bloqueo de la expresión de 
ANP32B mediante ARNi causa un aumento en la activación de la caspasa-3 y 
promueve la apoptosis (She et al., 2010). Por otro lado, la sobreexpresión de 
ANP32B es capaz de provocar el rescate de células Rat1 de la apoptosis (Sun 




ALDOA es una enzima glucolítica que se encuentra implicada en la conversión 
de fructosa-1,6-bifosfato en dihidroxiacetonafosfato y gliceraldehido-3-fosfato 
(Yao et al., 2004). Recientemente se ha propuesto que el gliceraldehido-3-
fosfato, aparte de ser uno de los intermediarios de la glucolisis, es capaz de 
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La chaperona del retículo endoplásmico HSPA5, también denominada como 
GRP78 (del inglés, Glucose Regulated Protein 78) está implicada en el correcto 
plegamiento y ensamblaje de las proteínas en el retículo endoplásmico (Lee, 
2005). Se ha demostrado que su síntesis se estimula en condiciones de estrés 
que afectan al funcionamiento normal del retículo endoplásmico y a la 
homeostasis del calcio (Lee, 2005). Además, se ha descrito que una sub-
población de HSPA5 se encuentra como proteína transmembrana en el retículo 
endoplásmico, estando implicada en el bloqueo de la activación de la caspasa-
7. Aparte, se ha descrito que HSPA5 está formando un complejo inhibitorio con 
la caspasa-12, impidiendo de esta manera su liberación del retículo 
endoplásmico (Rao et al., 2002) y de este modo bloqueando la apoptosis 
(Figura 92). 
 
4.1.2.5. Inhibición de Rutas Apoptóticas 
 
4.1.2.5.1. YWHAE y STRAP 
 
Aparte del papel descrito para YWHAE y STRAP como reguladores positivos 
de las rutas de supervivencia celular (ver apartado 4.1.2.2, Discusión), ambas 
proteínas se encuentran implicadas en la inhibición de las rutas apoptóticas 
secuestrando proteínas pro-apoptóticas. Mientras que YWHAE es capaz de 
interaccionar y secuestrar a Bad (Won et al., 2003), PKC (Supekova et al., 
2002) y Ask1 (Subramanian et al., 2004), se ha descrito que STRAP coopera 
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con Smad7 en la inhibición de la señalización de TGF-β, bloqueando de este 
modo la apoptosis (Datta y Mosses, 2000). Además, recientemente se ha 
propuesto una nueva función inhibitoria para STRAP en la apoptosis inducida 




Las nucleasas APE1, NM23-H1 y TREX1, que en condiciones homeostáticas 
forman parte del complejo SET implicado en la reparación del ADN, son 
activadas durante la apoptosis como consecuencia del procesamiento 
proteolítico de SET por parte de la granzima A o de la granzima K, lo que 
conduce a la aparición de daños de cadena simple en el ADN (Chowdhury et 





Se ha descrito que las proteínas supresoras de tumores (por ej. p53) son 
capaces de inhibir el crecimiento de células dañadas a través de la activación 
de la parada del ciclo celular y la inducción de la apoptosis (Miyashita y Reed, 
1995). Asimismo, se ha propuesto que NPM actúa como inhibidor de la 
apoptosis inducida por p53, al impedir la translocación de p53 a la mitocondria 
(Dhar y St. Clair, 2009) y al provocar una disminución de la cantidad de p53 
activa (Li et al., 2007). Adicionalmente, se ha demostrado que NPM está 
implicada en la regulación de un amplio número de rutas apoptóticas de 







La familia de proteínas Bcl-2 está formada por reguladores clave de la 
apoptosis, los cuales desempeñan funciones tanto pro-apoptóticas como anti-
apoptóticas (ver apartado 1.3.3.4, Introducción). Tanto Bcl-XL como Bcl-2 
actúan como proteínas anti-apoptóticas (Adams y Cory, 2002). Recientemente 
se ha propuesto que NCL actúa como proteína anti-apoptótica, al estar 
implicada en la estabilización del ARNm de Bcl-XL (Zhang et al., 2008) y de 
Bcl-2 (Sengupta et al., 2004), por lo tanto conduciendo a un aumento en la 





Actualmente está ampliamente aceptado que un aumento en la cantidad de 
calcio, o una perturbación de la compartimentalización del calcio intracelular, 
puede provocar citotoxicidad y apoptosis (Orrenius et al., 2003). Además, se ha 
demostrado que simplemente un aumento supramicromolar de calcio libre en el 
interior celular es suficiente para inducir apoptosis (Tombal et al., 2002). Se ha 
demostrado que la PVALB, una proteína de unión a calcio implicada en el 
tamponamiento del calcio intracelular, al ser sobreexpresada es capaz de 
bloquear la apoptosis, gracias a su capacidad tamponadora de calcio (Dekkers 
et al., 2004). 
 
4.1.3. El Citocromo c. Regulador Maestro de la Apoptosis 
 
El destino de una célula depende del equilibrio existente entre las rutas de 
señalización pro-apoptótica y de supervivencia celular. Los resultados de esta 
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tesis nos permiten proponer un modelo en el que el Cc interacciona con una 
plétora de dianas, implicadas tanto en procesos pro-apoptóticos como anti-
apoptóticos, evitando la coexistencia, tanto temporal como espacial, de señales 
de supervivencia celular y pro-apoptóticas. De este modo, el Cc parece ser el 
responsable de permitir que la apoptosis progrese de forma correcta, 
bloqueando las rutas de supervivencia celular y desbloqueando las rutas pro-
apoptóticas, evitando que la célula termine derivando hacia un proceso 
necrótico (Figura 92). Algunas de las dianas del Cc aquí propuestas están 
implicadas en los mecanismos de respuesta y/o reparación frente a daño en el 
ADN, en la síntesis de proteínas, en las rutas de supervivencia y en procesos 
esenciales para el crecimiento de células en condiciones homeostáticas. Otras 
dianas del Cc actúan bloqueando la apoptosis, inhibiendo las caspasas o 
afectando señales pro-apoptóticas, tales como la liberación citoplásmica del Cc 
o el calcio. Algunas de estas nuevas dianas actúan tanto en rutas de 
supervivencia celular como en rutas pro-apoptosis, concretamente SET, 
YWHAE, NPM, STRAP y HSPA5.  
El efecto inhibitorio que proponemos para el Cc sobre sus dianas se pone de 
manifiesto al sobreexpresar PVALB o NPM, como se representa en las figuras 
68 y 69 (ver apartado 3.2.6, Resultados). Se ha descrito que tanto PVALB 
como NPM son capaces de rescatar células de la apoptosis inducida por un 
aumento en la concentración citoplásmica de calcio, o causada por daños en el 
ADN, respectivamente (Dekkers et al., 2004, Dhar y St. Clair., 2009). Sin 
embargo, la co-expresión y la interacción de cualquiera de estas dianas con el 




Figura 92. Doble papel del Cc durante la apoptosis en mamíferos. El Cc, una vez liberado de 
la mitocondria, actúa como inhibidor de rutas de supervivencia celular y como inhibidor de 
factores implicados en el bloqueo de la apoptosis. 
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En resumen, proponemos que el Cc durante la apoptosis en mamíferos 
constituye una pieza central en el control del fino equilibrio que regula la vida y 
la muerte, siendo el responsable, al menos en parte, de causar un desbalance 
en este estado de equilibrio desde la supervivencia celular hacia la apoptosis. 
 
4.1.4. Apoptosis en Mamíferos. Una Compleja Red de Interacciones del 
Citocromo c 
 
Esta nueva red de interacciones en las que el Cc se encuentra implicado, tal y 
como se propone en este trabajo, está además apoyada por la apropiada 
localización celular de los diferentes componentes (Figura 93). Estos datos nos 
permiten establecer que el Cc, aparte del papel que desempeña en la ruta 
apoptótica intrinseca -formación del apoptosoma y activación de las caspasas-, 
desempeña otra serie de funciones igualmente esenciales. El Cc no sólo 
interacciona con proteínas citosólicas (PVALB, YWHAE, STRAP, NCL, ALDOA 
y eIF2α), sino también con proteínas de otros orgánulos que son translocadas 
al citosol tras un estímulo apoptótico (HSPA5). Otras dianas del Cc son por el 
contrario proteínas nucleares (NPM, hnRNP C1/C2, SET, PROX1 y ANP32B), 
siendo proteínas implicadas en la respuesta frente a daños en el ADN, la 
replicación del ADN y la regulación transcripcional. En el caso de MCM6, la 
interacción con el Cc ocurre en el citoplasma, tal y como se deduce a partir de 
los datos de BiFC, aunque su liberación desde el núcleo hacia el citoplasma no 
ha sido demostrada. Estos datos proponen por primera vez una posible función 
para el Cc a nivel nuclear, explicando la translocación nuclear del Cc en 
condiciones apoptóticas que se ha propuesto recientemente (Ruíz-Vela et al., 




Figura 93. Esquema de la red de interacciones del Cc en condiciones apoptóticas en 
células de mamíferos mostrando la localización de los complejos. El Cc, en condiciones 
apoptóticas, es liberado desde la mitocondria hacia el citosol, donde sirve como regulador 
central de una compleja red de interacciones. En el esquema se muestra la localización celular 
de los complejos, tal y como se deduce de los datos in vivo obtenidos por BiFC. Las 
interacciones establecidas en la bibliografía se representan mediante líneas continuas en 
amarillo, las translocaciones se muestran con líneas punteadas en amarillo, y en líneas 
discontinuas en morado se muestran las interacciones establecidas a partir de los datos 
obtenidos en este trabajo.   
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De acuerdo con esta propuesta de nuevas dianas y funciones del Cc, nuestros 
datos indican que el Cc actúa en otros procesos fisiológicos, más allá del 
transporte de electrones en condiciones homeostáticas, o de la formación del 
apoptosoma durante la apoptosis. El Cc constituye la pieza central en el control 
de una compleja red regulatoria de interacciones, que permite bloquear las 
rutas de supervivencia celular, permitiendo asimismo desbloquear la apoptosis. 
 
4.1.5. Implicaciones Evolutivas de esta Red de Interacciones 
 
En el caso de D. melanogaster existen dos formas del Cc, el Cc proximal y el 
Cc distal. En el caso del Cc proximal resulta imposible obtener mutantes, 
debido a que resulta esencial para la respiración, pero ha sido posible obtener 
mutantes knockout del Cc distal, que presentan un profundo retraso de la 
apoptosis (Mendes et al., 2006; Arama et al., 2006). Estos resultados indican la 
existencia de algún tipo de papel alternativo para el Cc en la apoptosis de D. 
melanogaster , dado que el Cc parece no ser esencial para el ensamblaje del 
apoptosoma en D. melanogaster (Yu et al., 2006) (ver apartado 1.7.2, 
Introducción). 
Aparte, las nuevas dianas descritas en este trabajo para el Cc durante la 
apoptosis nos permiten entender por qué la apoptosis se desarrolla de forma 
normal a través de la ruta extrínseca en mutantes knockout de APAF1 (Meier et 
al., 2000; Marsden et al., 2002; Adams, 2003; Shawgo et al., 2009), mientras 
que los mutantes knockout de Cc son resistentes tanto a la ruta intrínseca 
como a la ruta extrínseca (Vempati et al., 2007). Estos fenotipos diferenciales 
no pueden ser explicados si el Cc únicamente interacciona con APAF1 durante 
la apoptosis, pero pueden ser fácilmente armonizados si asumimos un papel 
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mas amplio y mas importante para el Cc durante la apoptosis, desbloqueando 
las rutas de señalización apoptóticas e inhibiendo la supervivencia celular.  
Los datos obtenidos en este trabajo desvelan un papel multifuncional para el 
Cc citosólico durante las fases iniciales de la apoptosis, abriendo nuevas vías 
que nos permitan entender la PCD en otros organismos en los que APAF1 está 
ausente (por ej. A. thaliana), o en los que el ensamblaje del apoptosoma 
parece independiente del Cc (por ej. D. melanogaster o C. elegans). Si 
tenemos en cuenta que el Cc se encuentra altamente concentrado en el 
espacio intermembrana de la mitocondria, y que su liberación en el citosol 
durante la PCD es un evento conservado evolutivamente, resulta factible que el 
Cc se encuentre regulando muchos otros procesos metabólicos, como se 
propone en este trabajo. 
 




El Cc respiratorio es una proteína altamente conservada (Baba et al., 1981), 
con un papel esencial como transportador electrónico entre los complejos III y 
IV en la cadena de transporte mitocondrial en condiciones homeostáticas. En 
condiciones apoptóticas se ha descrito que el Cc es liberado desde la 
mitocondria en una amplia variedad de organismos: levaduras (Giannattasio et 
al., 2008), plantas (Balk et al., 1999), moscas (Arama et al., 2006) y mamíferos 
(Li et al., 1997). Sin embargo, sólo en el caso de mamíferos ha sido posible 
asignar una función al Cc durante la PCD (Li et al., 1997; Yu et al., 2005). 
En el caso de plantas, la PCD está implicada en múltiples procesos esenciales 
del desarrollo: formación del xilema, formación de la madera en
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plantas perennes, abscisión de las hojas, auto-incompatibilidad y respuesta de 
defensa frente a patógenos y estreses de origen ambiental. 
Múltiples investigaciones en el campo de la PCD vegetal han permitido poner 
de manifiesto una serie de similitudes entre la PCD de animales y de plantas 
(Vianello et al., 2007) (ver Tabla 3, Introducción).  
El posible papel de la mitocondria en la PCD vegetal ha sido propuesto por 
Jones (2000) y relacionado con la respuesta hipersensible (Lam et al., 2001). 
La liberación de Cc es la señal más comúnmente usada para identificar a la 
mitocondria de plantas como un ejecutor de la PCD. La primera evidencia 
(Zhao et al. 1999) está relacionada con la observación de que la adición de Cc 
a extractos citoplásmicos de zanahoria inducía una degradación del ADN en 
núcleos purificados de ratón, la cual era prevenida por inhibidores de caspasas. 
Posteriormente, la liberación de Cc en condiciones de PCD ha sido descrita en 
múltiples sistemas vegetales (Lam et al., 1999; Stein y Hansen, 1999; Hansen, 
2000). Los pasos iniciales de la PCD están acompañados de estrés oxidativo, 
consumo de ATP, colapso del potencial de la membrana mitocondrial y la 
liberación de Cc, lo que viene a corroborar la posible implicación del Cc en la 
PCD de plantas. 
Aparte de las funciones canónicas del Cc en células de vertebrados (transporte 
eletrónico y formación del apoptosoma), recientemente han comenzado a 
aparecer nuevas funciones del Cc, aunque aún inexploradas, (Ruíz-Vela et al., 
2002; Boehning et al., 2003; Nur-E-Kamal et al., 2004; Boehning et al., 2005; 






4.2.2. Red de Interacciones del Citocromo c durante la PCD Vegetal 
  
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el Cc de A. thaliana en 
condiciones de PCD, una vez liberado de la mitocondria, interacciona con al 
menos 9 dianas, implicadas en diferentes funciones (Figura 94). 
 
Figura 94. Principales funciones de las nuevas dianas del Cc de A. thaliana. Las dianas 
del Cc de A. thaliana identificadas en este trabajo se pueden clasificar en 8 grandes grupos 
funcionales. 
 
Estas nuevas dianas del Cc se encuentran relacionadas con diferentes 
procesos, tales como la síntesis de proteínas (eIF2γ), el estrés oxidativo 
(GLY2), la muerte celular (RD21), el metabolismo del ARNm (Sm/D1), 
regulación transcripcional (NRP1 y TCL), metabolismo energético (GAPDC1) y 
plegamiento de proteínas (BiP1 y BiP2). La localización de las interacciones 








Figura 95. Esquema de la red de interacciones del Cc en condiciones de PCD en células 
de A. thaliana mostrando la localización de los complejos. El Cc, en condiciones de PCD, 
es liberado desde la mitocondria hacia el citosol, donde sirve como regulador clave de una 
compleja red de interacciones. En el esquema se muestra la localización celular de los 
complejos, tal y como se deduce de los datos in vivo obtenidos por BiFC. Las interacciones 
establecidas en la bibliografía se representan mediante líneas continuas en amarillo, las 
translocaciones se muestran con líneas punteadas en amarillo y en líneas continuas en morado 
se muestran las interacciones establecidas a partir de este trabajo. 
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4.2.2.1. BiP1 y BiP2 
 
Ambas proteínas, BiP1 y BiP2, son homólogos de HSPA5 de mamíferos 
(también conocida como BiP o GRP78). En plantas, BiP1 y BiP2 han sido 
relacionadas con la respuesta frente al estrés en el retículo endoplásmico, 
siendo capaces de mediar en el aumento en la tolerancia a la sequía y 
retrasando la senescencia de las hojas inducida por sequía (Valente et al., 
2009). Además, se ha demostrado que la sobreexpresión de las proteínas BiP 
en protoplastos de tabaco (Leborgne-Castel et al., 1999) aumenta la tolerancia 
celular al estrés del retículo endoplásmico. En el caso de mamíferos, HSPA5 
ha sido relacionada con la regulación de la PCD, estando implicada en la 
inhibición de las caspasas (Reddy et al., 2003) y la regulación de las rutas de 
supervivencia (Jin et al., 2005; Shkoda et al., 2007; Shu et al., 2007). Más aún, 
bajo condiciones de estrés del retículo endoplásmico se ha propuesto que 
HSPA5 es liberada en el citoplasma, promoviendo la supervivencia y 




Las NRPs (del inglés, Nucleosome assembly protein 1 (NAP1) - Related 
Proteins) constituyen un grupo de proteínas bien conservadas, incluyendo 
plantas y humanos. El mutante NRP1, en el caso de A. thaliana es altamente 
sensible al estrés genotóxico, mostrando niveles elevados de daño en el ADN, 
lo que indica que NRP1 resulta esencial para la proliferación celular (Zhu et al., 
2006). 
Asimismo, NRP1 es un homólogo de la proteína SET humana (Zhu et al., 
2006), la cual, como se dijo anteriormente (ver apartado 4.1.2.1.1, Discusión) 
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se encuentra relacionada con la reparación del ADN tras roturas de cadena 
simple que se producen durante el estrés oxidativo (Chowdhury et al., 2006), 
aunque este extremo no ha sido demostrado en el caso de NRP1. 
 
4.2.2.3. eIF2γ  
 
El factor de iniciación eucariótico 2 (eIF2, del inglés eukaryotic Initiation Factor 
2), altamente conservado a lo largo de la evolución, es un complejo 
heterotrimérico compuesto por eIF2α, eIF2β y eIF2γ (Sugarani et al., 2005). En 
el caso de vertebrados se ha demostrado que la inhibición de la síntesis de 
proteínas causa un aumento en la inducción de la apoptosis mediada por 
diferentes estímulos (Polunovsky et al., 1994). Este comportamiento ha sido 
explicado por la inhibición de los mecanismos antiapoptóticos dependientes de 
la traducción (Fulda et al., 2000). Bajo condiciones apoptóticas en vertebrados 
se ha demostrado que eIF2α es fosforilada por PKR, y esta modificación de 
eIF2α parece estar relacionada con la inhibición de la traducción durante la 
apoptosis (Saelens et al., 2001), lo que resulta ser un paso esencial para el 
inicio de la autofagia (Kouroku et al., 2007), algo que también ha sido puesto 





En células de vertebrados la activación de cistein-proteasas representa uno de 
los pasos más importantes durante la PCD (Jacobson et al., 1997). De forma 
similar las cistein-proteasas han sido detectadas en células vegetales durante 
la PCD (Minami y Fukuda, 1995; Solomon et al., 1999; Watanabe et al., 2005). 
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RD21 (del inglés, Responsive to Dehydration 21) es una cistein-proteasa de la 
familia de la papaina, que es sintetizada como un precursor inactivo de 57 kDa, 
el cual madura paulatinamente hacia una forma activa de 33 kDa (Yamada et 
al., 2001).  
RD21 se caracteriza por presentar un sitio activo sensible al estado redox, 
GxCGSCW, con dos residuos de cisteína capaces de formar un puente 
disulfuro (Balmer et al., 2003). Recientemente, se ha propuesto que la PDI5 
(del inglés, Protein Disulfide Isomerase 5) se encarga de la regulación de RD21 
al retener a la cistein-proteasa en las vacuolas de almacenamiento de las 
células endoteliales, bloqueando de este modo su actividad proteasa hasta la 
activación de la PCD (Farquharson, 2008). Por lo tanto, parece que tanto PDI5 
como RD21 podrían estar implicadas en la regulación del avance de la PCD 




El sistema glioxalasa, altamente conservado a nivel evolutivo, consta de dos 
enzimas, glioxalasa I (GLY1) y glioxalasa II (GLY2), implicadas en la 
detoxificación del metilglioxal, el cual se produce en todos los organismos 
vivos, aunque tras la exposición a diferentes tipos de estrés abióticos se 
produce un incremento en sus niveles (Mustafiz et al., 2011).  
El metilglioxal es un metabolito dicarbonilo altamente reactivo, formado en el 
metabolismo de la glucosa, de las proteínas y de los ácidos grasos. Un exceso 
en la formación de metiglioxal puede causar un aumento en la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species), por 
lo tanto causando estrés oxidativo (Desai et al., 2010). En células tumorales se 
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han podido detectar niveles aumentados de GLY2, tanto a nivel de ARNm 
como de proteína, demostrándose igualmente que inhibidores de GLY2 son 
capacer de inhibir el crecimiento de las células tumorales in vitro (Chyan et al., 
1994; Rulli et al., 2001). Del mismo modo se ha demostrado que el metilglioxal 
es capaz de inducir apoptosis en diferentes tipos de células de mamíferos 




El espliceosoma, una compleja maquinaria macromolecular formada por varias 
ribonucleoproteínas nucleares pequeñas ricas en uridina (U snRNPs) y muchos 
factores no ribonucleoproteicos, es el actor principal del splicing (Will y 
Lührmann, 2001). Hay diferentes complejos U snRNPs, pero todos ellos 
comparten algunos componentes comunes, concretamente las proteínas Sm 
(B/B’, D1, D2, D3, E, F y G) (Gunnewiek et al., 1997).  
Recientemente ha sido posible establecer un nexo entre el splicing alternativo y 
la apoptosis en mamíferos por parte de diferentes grupos, de modo que en 
condiciones de PCD algunas proteínas sufren un splicing distinto al que sufren 
en condiciones homeostáticas (Schwerk y Schulze-Osthoff, 2005; Moore et al., 
2010).  
La mutación, deleción o eliminación del núcleo del espliceosoma, o de factores 
de ensamblaje de éste, puede resultar en patrones alterados de splicing en 
levaduras (Clark et al., 2002; Pleiss et al., 2007; Kawashima et al., 2009; 
Campion et al., 2010), en mosca (Park et al., 2004) y en células de mamíferos 
(Massiello et al., 2006; Pacheco et al., 2006; Hastings et al., 2007; Zhang et al., 
2008; Baumer et al., 2009). Parece, por lo tanto, que está comenzando a 
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emerger que, al igual que sucede con los factores reguladores del splicing, la 
concentración relativa o la actividad de factores generales de splicing (por ej. 
Sm/D1, SmB/B’) puede determinar la selectividad por uno u otro sitio de 




El complejo TREX (transcripción/exporte) tiene un papel conservado en el 
acoplamiento de la transcripción con el transporte del ARNm en levaduras y 
metazoos. Este complejo está formado por dos factores de exporte 
(Yra1/ALY/REF y Sub2/UAP56), asociados al complejo de elongación de la 
transcripción THO (Sträßer et al., 2002; Masuda et al., 2005). En el caso de A. 
thaliana, han podido detectarse a nivel genómico al menos un gen (At5g59950) 
homólogo de Yra1/ALY/REF y dos genes (At5g11170 y At5g11200), 
homólogos de Sub2/UAP56 (Furumizu et al., 2010). Por lo tanto, parece que 
TCL (At5g59950) es un homólogo al factor de exporte Yra1/ALY/REF, por lo 
que estaría implicado en la regulación de la exportación del ARNm. 
 
 4.2.2.8. GAPDC1 
 
La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (EC. 1.2.1.12) es una proteína 
soluble, que en el caso de mamíferos ha sido relacionada con múltiples 
funciones, tales como deshidrogenasa glicolítica, inducción de la apoptosis, 
transporte de ARNt o reparación del ADN (Sawa et al., 1997; Sirover et al., 
1997; Laschett et al., 2004). Más allá, estas funciones parecen estar asociadas 
a las diferentes localizaciones celulares que han sido descritas para esta 
proteína, estando presentes en el citosol, el núcleo, el retículo endoplásmico, la 
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mitocondria y asociada con la membrana plasmática (Ryzlak y Pietruszko, 
1998; Tisdale et al., 2004).  
Recientemente, en el caso de mamíferos, se ha propuesto un papel para la 
GAPDH en la permeabilización de la membrana mitocondrial durante la 
apoptosis. En esta nueva función, la GAPDH parece ser translocada a la 
mitocondria, donde interacciona con VDAC1, provocando la liberación del Cc y 
AIF, dos factores pro-apoptóticos (Tarze et al., 2007). 
 
4.2.3. Significado Fisiológico de las Interacciones del Citocromo c 
Durante la PCD Vegetal 
 
La mayoría de las proteínas identificadas como dianas del Cc parecen 
desempeñar un papel anti-PCD en las células, tal y como se explicó 
anteriormente. Por este motivo, resulta plausible que bajo condiciones de PCD, 
el Cc, una vez liberado desde la mitocondria hacia el citosol, es capaz de 
establecer interacciones con un amplio número de proteínas de pro-
supervivencia, probablemente interfiriendo de algún modo con los mecanismos 
de pro-supervivencia. Así, la ola de Cc que se propaga a través del citosol 
parece impedir, de un modo similar a lo que se ha propuesto en el caso de 
humanos, la coincidencia de señales de pro-supervivencia y señales de PCD al 
mismo tiempo, garantizando de este modo que la PCD se desarrolla de un 
modo apropiado. 
Asimismo, estos resultados abren una interesante posibilidad, la existencia en 
otros organismos de un papel conservado del Cc durante la PCD a lo largo de 
la evolución, tanto en el caso de aquellos organismos que carecen de 
apoptosoma (por ej. A. thaliana, S. cerevisiae) como en el de aquellos en los 
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que el Cc parece no estar implicado en el ensamblaje del apoptosoma (por ej. 
D. melanogaster, C. elegans). El hecho que en organismos inferiores se hayan 
descritos fenómenos de PCD que morfológicamente se asemejan al fenómeno 
de la apoptosis de vertebrados ha llevado a pensar en la existencia de una 
maquinaría bioquímica conservada de algún modo a lo largo de la evolución. 
La identificación en ambos organismos modelos de dianas conservadas del Cc 
– BiP1 y BiP2 en plantas y HSPA5 en mamíferos, eIF2γ en plantas y eIF2α en 
mamíferos, NRP1 en plantas y SET en mamíferos – parece apoyar nuestra 
propuesta de la existencia de una red de interacciones implicada en la 
regulación de la PCD, conservada a lo largo de la evolución, y que tiene al Cc 

















































“Saltar rápidamente a conclusiones rara vez conduce 









































1. Se ha conseguido establecer mediante cromatografía de afinidad y 
MALDI-TOF/MS la existencia de 24 posibles nuevas dianas del 
citocromo c respiratorio de Homo Sapiens. 
 
2. Se han identificado 11 nuevas posibles dianas del citocromo c 
respiratorio de Arabidopsis thaliana mediante el uso de cromatografía de 
afinidad y nanoLC-MS/MS. 
 
3. Mediante complementación bimolecular de la fluorescencia en células 
embrionarias de riñón (HEK293T) se ha podido confirmar la interacción 
in vivo entre el citocromo c de Homo sapiens y 13 de las dianas 
anteriormente identificadas por proteómica. 
 
4. Mediante complementación bimolecular de la fluorescencia llevada a 
cabo en protoplastos de Arabidopsis thaliana ha sido posible corroborar 
la interacción del citocromo c de Arabidopsis thaliana y 9 de las dianas 
identificadas in vitro mediante técnicas proteómicas. 
 
5. Igualmente, se ha podido constatar que la interacción in vivo entre el 
citocromo c de Arabidopsis thaliana y 9 de sus dianas identificadas in 
vitro también se puede analizar in vivo mediante complementación 






6. Mediante complementación bimolecular de la fluorescencia se ha 
comprobado que el citocromo c fusionado al fragmento NYFP en células 
HEK293T presenta una localización mitocondrial en condiciones 
homeostáticas, pero que bajo condiciones apoptóticas es liberado desde 
la mitocondria hacia el citosol. 
 
7. Mediante técnicas de DOCKING se ha podido determinar in silico la 
posible estructura de los complejos establecidos entre el citocromo c de 
Homo sapiens y aquellas dianas cuya estructura ha sido resuelta, 
concretamente ALDOA, ANP32B, PVALB e YWHAE. A partir de estos 
complejos se ha podido determinar la superficie del citocromo c de 
Homo sapiens usada en la interacción con estas dianas. 
 
8. Se ha podido llevar a cabo el diseño de mutantes del citocromo c en la 
superficie de interacción determinada a partir de los datos de DOCKING, 
denominados I81D y Q16D. Ambos mutantes presentan niveles de 
interacción con las dianas con las que se realizaron los ensayos de 
DOCKING (ALDOA, ANP32B, PVALB e YWHAE) mayores a los 
observados en el caso del citocromo c WT, determinados como 
unidades arbitrarias de fluorescencia mediante complementación 







9. Se ha demostrado el papel inhibitorio del citocromo c de Homo sapiens 
sobre la capacidad de la PVALB para inhibir la apoptosis inducida por la 
liberación de Ca2+ desde el retículo endoplásmico al tratar las células 
con tapsigargina. Se ha comprobado que el citocromo c WT, así como 
los mutantes I81D y Q16D, son capaces de inhibir a la PVALB, 
permitiendo la apoptosis, mientras que los mutantes K27E y K27A, 
aunque interaccionan con la PVALB, parecen no ser capaces de inhibir a 
la PVALB, por lo que se bloquea la apoptosis. 
 
10. Igualmente, se ha demostrado el papel inhibitorio del citocromo c de 
Homo sapiens sobre la capacidad de NPM para inhibir la apoptosis 
inducida en respuesta a daños en el ADN al tratar las células con 
camptotecina. Se ha comprobado como el citocromo c WT es capaz de 
inhibir a NPM, permitiendo la progresión de la apoptosis. 
 
11.  Se ha analizado mediante complementación bimolecular de la 
fluorescencia la capacidad del citocromo c de Arabidopsis thaliana de 
interaccionar con las dianas del citocromo c de Homo sapiens y 
viceversa, analizando la interacción del citocromo c de Homo sapiens 
con las dianas del citocromo c de Arabidopsis thaliana. De este modo se 
ha podido comprobar como ambos citocromos c son capaces de 
reemplazarse mutuamente, lo que se puede explicar en base a su 





12. La identificación en ambos organismos modelos de dianas conservadas 
del citocromo c – BiP1 y BiP2 en plantas y HSPA5 en mamíferos, eIF2γ 
en plantas y eIF2α en mamíferos, NRP1 en plantas y SET en mamíferos 
– parece apoyar nuestra propuesta de la existencia de una red de 
interacciones implicada en la regulación de la muerte celular 
programada, conservada a lo largo de la evolución, y que tiene al 
















































“El hombre nada puede aprender sino en virtud 
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“Escribid las injurias en la arena, grabad los 
beneficios en el mármol”.  
Claude Boiste !
! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
 A priori me pareció lógico pensar que los agradecimientos saldrían solos 
en cuanto terminará de escribir toda la tesis, que, sin duda, sería la parte más 
fácil de escribir de todas. Por lo tanto, que mejor que dejarla para el final… 
Ahora, que los experimentos están terminados, la tesis escrita, los 
artículos resultado de este trabajo en ese arduo y, a veces, desesperante 
proceso de ser publicados y he comenzado con todo la parafernalia previa a la 
lectura de la tesis (pago de la tutela académica, depósito de la tesis, 
aceptación del tribunal y un parece infinito etcétera), ahora… me siento delante 
de una página en blanco en la que en mayúsculas, negrita, Arial, tamaño 18 
tan sólo aparece AGRADECIMIENTOS. 
Ahora sentado delante de este folio me doy cuenta de que logicamente 
lo que he hecho, probablemente sabiéndolo aunque sin querer ser consciente 
de ello, ha sido dejar para el final la parte que me parece más difícil de escribir. 
Cuatro años después de comenzar esta aventura de realizar una tesis (a 
veces desventura, en ocasiones travesía por el desierto…) son muchos los 
sentimientos, en ocasiones contradictorios. Por un lado, la inconfensable 
felicidad por terminar con este interminable trabajo que es realizar una tesis (y 
escribirla...), pero por otro lado la tristeza por una fase que se termina (¿y 
ahora que?). 
Aunque creo que no es momento de ponernos melancólicos, así que 
será mejor continuar con los agradecimientos, que o sino comienzo a divagar y 
no termino, dejaré el best-seller para otro día (ya lo se Ni, soy muy 
enrevesado…). 
En primer lugar a mi familia, a mis padres, a mi hermana y a mi señora 
esposa por su apoyo, por estar ahí en los momentos malos,… también en los 
momentos buenos. Sin vuestro apoyo, sin vuestra paciencia (no, este finde 
también trabajo; no este agosto no, que no tengo vacaciones), esto no hubiera 
sido posible. Espero poder recompensaros de alguna manera esta larga 
espera… (espero que no querais dinero ni piedras para la Pandora, que los 
becarios andamos “pelaos”…).   
Como no, también agradezco a mis directores de tesis, Miguel Ángel de 
la Rosa y José Antonio Navarro, el haberme permitido realizar la tesis en su 
grupo de investigación (a estas alturas también mío), el haber confiado en mi a 
la hora de proponer experimentos y el haberme permitido aventurarme en 
campos nuevos. 
También quiero darle las gracias a otros miembros de mi grupo, que 
oficialmente no son directores de mi tesis (Manuel Hervás, Irene Díaz y Antonio 
Díaz), pero que han estado ahí para apoyarme, para escucharme, para 
echarme un cable en algún experimento, para discutir con ellos algún artículo, 
para ayudarme a escribir un curriculum y una carta de recomendación (a ver si 
engaño a algún guiri que me contrate). 
Obviamente no me olvido de vosotr@s, mis colegas del labo 1-5. El 
trabajo en el labo hubiera sido mucho más duro sin los desayunos con 
vosotros, la coca-cola de la merienda, el almuerzo a la fresquita en el 
parquecito en agosto, la Formula 1 (ese Hamilton criminal…), las 
conversaciones frikis,….  (se os echará de menos….). Espero que os vaya 
bien… ánimo que aunque a vecés parezca que no, se termina. 
Pero también me acuerdo de los anteriores miembros del labo, los que 
hace ya tiempo pasaron a mejor vida: Vic, Fran, Franchu, Cris, Orne, Estrellita, 
los que me ensañaron lo que era trabajar en el labo, a tener las cosas más o 
menos ordenadas y a que el labo es un régimen comunista en el que no existe 









“Venga cuñao que ya queda poco” 
Tobi !
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

